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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BC -    bakterijska vrsta Bacillus coagulans 
CJ -    bakterijska vrsta Camylobacter jejuni 
DMSO -   dimetilsulfoksid 
E64 -    zaviralec cisteinskih proteaz 
EC -    bakterijska vrsta Eschericiha coli 
KKP -    lektin kokaprin, izoliran iz gobe C. cinerea 
LFA -    bakterijska vrsta Lactobacillus fermentum A 
LFB -    bakterijska vrsta Lactobacillus fermentum B 
LFC -    bakterijska vrsta Lactobacillus fermentum C 
LFD -    bakterijska vrsta Lactobacillus fermentum D 
LI -    bakterijska vrsta Listeria innocua 
LM -    bakterijska vrsta Listeria monocytogenes 
LPA -    bakterijska vrsta Lactobacillus plantarum A 
LPB -    bakterijska vrsta Lactobacillus plantarum B 
LPS1 -    bakterijska vrsta Lactobacillus planatrum S1 
MHA -    gojišče Mueller - Hinton Broth 
MHB -    gojišče Mueller - Hinton Agar 
MRSA -    gojišče de Man, Rogosa and Sharpe Agar 
MRSB -    gojišče de Man, Rogosa and Sharpe Broth 
P -    pepstatin A, zaviralec aspartatnih proteaz 
SB -    kvasna vrsta Saccharomyces boulardii 
SI -    bakterijska vrsta Salmonella infantis 
TSA -    gojišče Tryptic Soy Agar 
TSB -    gojišče Tryptic Soy Broth 
YPD -    gojišče Yeast Extract-Peptone-Dextrose  
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1  UVOD 
Lektini so proteini, vpleteni v številne biološke procese, kot so medcelično signaliziranje, 
celične interakcije, interakcije med gostiteljem in patogeni ter sprožitev imunskega odziva. 
Selektivno vežejo ogljikove hidrate in pri tem ne spremenijo kovalentne strukture 
glikozidnih ligandov. Lahko jih izoliramo iz mikroorganizmov, rastlin, živali in tudi iz 
gliv. V raziskovalnem delu smo se osredotočili na lektine iz gob, za katere je značilno 
protitumorsko, imunomodulatorno, protivirusno in protimikrobno delovanje. Trenutno pa 
še ni poznan njihov vpliv na rast in adhezivne lastnosti patogenih ter probiotičnih bakterij. 
Odporne biofilmske oblike patogenih bakterij predstavljajo veliko težavo v prehranski 
industriji, vodnih sistemih in pri bolnišničnih okužbah. Nasprotno ima biofilm probiotičnih 
bakterij ugoden vpliv na gostitelja, saj izboljša črevesno mikrobioto in okrepi imunski 
sistem, kar posledično zmanjša možnost okužb s patogenimi mikroorganizmi v črevesju. Z 
obstoječimi protimikrobnimi sredstvi se sicer učinkovito borimo proti patogenim 
mikroorganizmom, vendar se vedno pogosteje pojavljajo in širijo sevi, ki so na tovrstna 
sredstva odporni. Poleg tega omenjena sredstva zaviralno delujejo tudi na človeku koristne 
mikroorganizme in tako neugodno vplivajo na normalno črevesno mikrobioto. Zato so 
nujno potrebne: (i) nove alternativne snovi s protimikrobnim delovanjem, kot so npr. 
lektini; (ii) nove alternativne strategije za zaviranje delovanja patogenih mikroorganizmov, 
kot so: uporaba subinhibitornih koncentracij, ki modulirajo lastnosti bakterij in ne vplivajo 
na njihovo rast; novi alternativni pristopi, kot je npr. izboljšanje rasti in adhezivnosti 
probiotičnih bakterij ter posledično preprečitev prisotnosti patogenih bakterijskih vrst v 
črevesju in zmanjšanje njihove virulentnosti. 
 
V raziskovalnem delu smo pripravili lektin kokaprin (KKP) iz gobe Coprinopsis cinerea, 
ki so ga opisali raziskovalci Odseka za biotehnologijo na Inštitutu »Jožef Štefan«, in 
preverili njegovo delovanje na rast in adhezijo izbranih patogenih in probiotičnih bakterij. 
V študijo smo vključili patogene bakterijske vrste Listeria (L.) monocytogenes, Listeria 
innocua, Escherichia (E.) coli, Salmonella (S.) infantis in Campylobacter (C.) jejuni ter 
probiotične bakterije iz rodu Lactobacillus (Lb.) (Lb. fermentum A, Lb. fermentum B, Lb. 
fermentum C, Lb. fermentum D, Lb. plantarum), Bacillus (B.) coagulans in kvasovko vrste 
Saccharomyces (Sa.) boulardii.  
1.1 CILJI 
 S transformacijo vstaviti plazmid z genskim zapisom za lektin KKP v bakterijski 
sev Escherichia coli. Nato heterologno izražen protein izolirati in ga očistiti. Pri 
lektinu KKP preveriti aktivnost preko encimskih testov ter specifičnost vezave 
glikanov preko detekcije z uporabo biotiniliranega lektina. 
 Ovrednotiti vpliv lektina KKP na rast in adhezivne lastnosti patogenih bakterijskih 
vrst Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Escherichia coli, Salmonella 
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infantis, Campylobacter jejuni ter probiotičnih bakterij iz rodu Lactobacillus, vrste 
Bacillus coagulans in kvasovke Saccharomyces boulardii. Cilj je tudi raziskati 
mehanizem delovanja kokaprina na patogene in probiotične bakterije z vidika 
njegove dvojne funkcije, kot (i) zaviralca proteaz ali (ii) lektina. 
 Analizirati tarčne molekule v celični steni izbranih bakterij z uporabo afinitetne 
kromatografije in vezane proteine z masno spektrometrijo. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Lektin KKP modulira rast in adhezivne lastnosti patogenih in probiotičnih bakterij.  
 Lektin KKP vpliva na rast in adhezijo bakterij preko vezave specifičnih glikanov na 
bakterijski površini.  
 Vpliv lektina KKP na rast in adhezijo bakterij ni posledica inhibicije proteaz.  
 Mehanizmi delovanja lektina KKP na rast in adhezijo pri patogenih in probiotičnih 
bakterijah se ne razlikujejo. 
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2  PREGLED OBJAV 
2.1 LEKTINI 
Lektini so raznoliki proteini ne-imunskega izvora, ki se reverzibilno in specifično vežejo 
na ogljikove hidrate na površini različnih celic (Varrot in sod., 2013), pri tem pa ne 
vplivajo na njihovo kovalentno strukturo (Hassan in sod., 2015). Sposobnost aglutinacije 
jih ločuje od drugih strukturno podobnih makromolekul, ki se prav tako vežejo na 
ogljikove hidrate, ne-imunski izvor pa od imunoglobulinov, prav tako sposobnih 
aglutinacije  (Santos in sod., 2014). Beseda lektin izvira iz latinske besede »legere«, ki 
pomeni izbrati in kaže na njihovo sposobnost selektivne vezave ogljikovih hidratov (Boyd 
in Shapleigh, 1954).  
 
Sprva so bili znani kot proteini, ki lahko aglutinirajo le eritrocite, vendar je kmalu postalo 
jasno, da so sposobni aglutinacije tudi drugih tipov celic in da so večinoma specifični le za 
določeno vrsto sladkorjev na površini celic (Sharon in Lis, 2004). Veliko časa raziskovalci 
lektinom niso posvečali posebne pozornosti, saj je veljalo, da se nahajajo in vplivajo samo 
na procese v rastlinah, ne pa v človeku in drugih organizmih (Sharon, 2008). Z 
ugotovitvijo, da so lektini zelo uporabno orodje za raziskovanje ogljikovih hidratov na 
celičnih površinah in za izolacijo ter opredelitev različnih glikoproteinov, na katere se 
vežejo, pa so postali pomembni tudi v raziskovalnem delu (Sharon in Lis, 2004).  Odkritje, 
da so nekateri lektini sposobni aglutinacije maligno spremenjenih celic, ne pa tudi njihovih 
normalnih starševskih celic, je predstavljalo pomemben preboj. Lektini so se namreč 
izkazali kot zelo uporabni pri raziskavah rakavih obolenj, ki so povezana s spremembami 
sladkornih komponent na celičnih površinah (Sharon, 2008). Poleg tega so lektini vpleteni 
v veliko bioloških procesov, kot so celično signaliziranje in diferenciacija, interakcije med 
gostiteljem in patogenom ter imunski odziv. Številni lektini so že bili izolirani tako iz 
rastlin, kot tudi iz mikroorganizmov, višjih gliv in živali (Sharon in Lis, 2004). 
2.1.1 Struktura  
Večina lektinov ima v svoji strukturi dve ali več (do 12) vezavnih mest za ogljikove 
hidrate, ki imajo evolucijsko zelo ohranjeno aminokislinsko zaporedje (Santos in sod., 
2014). Lektini se na ogljikove hidrate na površini celic ali v raztopini vežejo s pomočjo 
vodikovih, elektrostatskih ali van der Waalsovih vezi. Povezave so specifične in relativno 
šibke, kar omogoča hitro prekinitev, ko je to potrebno (Berg in sod., 2002).  
Lektini iz gob so običajno zgrajeni iz dveh, treh ali štirih podenot, ki so med seboj 
povezane z ne-kovalentnimi vezmi. Omenjeni so bili tudi lektini, kjer so podenote 
povezane z disulfidnimi vezmi. Molekulske mase se lahko zelo razlikujejo, saj pri gobah 
najdemo lektine z velikostjo od 10 kDa pa vse do 190 kDa (Hassan in sod., 2015), pri 
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čemer prevladujejo tisti z maso med 23 in 36 kDa, večinoma v dimerni obliki (Khan in 
Khan, 2011). 
 
Za razumevanje mehanizma delovanja lektinov in njihove vezave z ogljikovimi hidrati, je 
potrebno poznavanje njihove terciarne strukture (Varrot in sod., 2013). Terciarna struktura 
lektinov iz gliv in bakterij se razlikuje od rastlinskih in živalskih, saj so ti večinoma 
zgrajeni iz 6 - delnega β - propelerja, medtem ko so ostali lektini zgrajeni iz β – listov v 
kombinaciji z α - vijačnicami (Imberty in sod., 2005). Lektine iz gliv lahko glede na 
strukturo razdelimo v družino β - propelerjem podobnih, aktinoporinom podobnih, β - 
deteljam podobnih, galektinov in imunomodulatornih proteinov (Gallegos in sod., 2014). 
2.1.2 Viri lektinov 
Lektini so zelo razširjeni proteini, saj jih lahko izoliramo iz bakterij, rastlin, žuželk, nižjih 
vretenčarjev, membran sesalskih celic in gliv (Hassan in sod., 2015). Dobro raziskani so 
lektini, izolirani iz rastlin in živali, medtem ko je le malo znanega o lektinih iz gob (Khan 
in Khan, 2011). Prav gobe predstavljajo bogat vir lektinov z edinstvenimi in specifičnimi 
lastnostmi, ki so zanimive za raziskave z vidika velikega terapevtskega in biotehnološkega 
potenciala (Varrot in sod., 2013). 
2.1.2.1 Lektini rastlinskega izvora 
Ricin (Ricinus communis) in abrin (Abrus precatorius) sta bila prva lektina, odkrita pri 
rastlinah. Spadata med proteine, ki inaktivirajo ribosome in sta sposobna aglutinacije 
krvnih celic (Santos in sod., 2014). Največji vir lektinov so semena rastlin, predvsem 
stročnic, čeprav jih lahko najdemo tudi v drugih delih. Rastlinski lektini so vpleteni v 
obrambne mehanizme proti patogenim mikroorganizmom, virusom, insektom in 
herbivorom. Lahko delujejo tudi kot posredniki v simbiozi med rastlino in 
mikroorganizmom. Sodelujejo pri celičnem signaliziranju, uravnavanju rastnih 
mehanizmov, prenosu ogljikovih hidratov v različna tkiva in ostalih celičnih procesih. V 
enem predelu celice lahko najdemo več lektinov, ki se razlikujejo v strukturi in 
specifičnosti vezave na tarčne molekule. Prav tako imajo lahko drugačen vzorec 
glikozilacije in posledično tudi drugačne funkcije (Santos in sod., 2014). Rastlinski lektini 
lahko preprečijo okužbe z različnimi virusi pri živalih in človeku, npr. lektin, izoliran iz 
alge Boodlea coacta se z veliko afiniteto veže na specifične oligosaharide na površini 
humanega virusa imunske pomanjkljivosti (HIV-1) in tako ovira vstop virusa v gostiteljsko 
celico ter prepreči njegovo delovanje (Sato in sod., 2011). Številni lektini iz rastlin imajo 
tudi protiglivno delovanje. Specifično se vežejo na hife in preprečijo privzemanje hranil ter 
drugih prekurzorjev, potrebnih za rast glive (Santos in sod., 2014). 
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2.1.2.2 Lektini živalskega izvora 
Lektine najdemo skoraj pri vseh nevretenčarjih in vretenčarjih (npr. ribe, kače, sesalci). 
Veliko lektinov je bilo uspešno izoliranih tudi iz človeških tkiv in tekočin (Santos in sod., 
2014, Gabius, 2013). Prvi lektin, izoliran iz sesalskega tkiva je bil lektin, specifičen za 
galaktozo, odkrit v zajčjih jetrih leta 1974 (Hudgin in sod., 1974). Sposoben je vezave 
sialoglikoproteinov in je odgovoren za njihovo privzemanje in razgradnjo v jetrih (Sharon, 
2008). Glede na lokacijo lektinov pri vretenčarjih, ločimo dve skupini: (i) lektini, vgrajeni 
v celično membrano in (ii) topni lektini, prisotni v znotraj in zunajceličnih tekočinah. 
Živalske lektine lahko razdelimo tudi glede na strukturne značilnosti, in sicer ločimo tip-C 
lektinov (vezava na oglijkove hidrate je odvisna od prisotnosti Ca
2+
 ionov), tip-I 
(prepoznavna domena za ogljikove hidrate je podobna imunoglobulinom), galektini/ tip-S 
(specifično prepoznavajo β-galaktozide in so tiolno-odvisni), pentranksini (pentamerni 
lektini), tip-P (specifični za vezavo glikoproteinov, ki vsebujejo manozo-6-fosfat) in druge 
(Gabius, 2013). Živalski lektini uravnavajo biosintezo glikoproteinov, so vključeni v 
celično signaliziranje in igrajo ključno vlogo pri interakciji celic, ki so del imunskega 
sistema. Nadzorujejo migracijo levkocitov po žilah ter služijo kot posredniki pri 
prirojenem imunskem odzivu proti patogenim mikrobom. Najbolj poznan lektin, ki 
sodeluje pri prirojeni imunosti, je manoza-vezavni protein. Gre za tip-C topnega živalskega 
lektina, ki deluje kot prepoznavna molekula za patogene mikroorganizme, ki jih opsonizira 
in sproži aktivacijo kaskade komplementnega sistema (Sharon, 2008).  
2.1.2.3 Lektini bakterijskega izvora 
Primarna funkcija bakterijskih lektinov je vezava oziroma adhezija bakterijskih celic na 
gostiteljsko celico. Prav tako omogočijo kolonizacijo bakterij in s tem širjenje okužbe. 
Bakterijske lektine pogosto imenujemo adhezini, ki se preko prepoznavnih domen za 
ogljikove hidrate vežejo na ligande na površini gostiteljskih celic. Lektini se pri bakterijah 
pogosto nahajajo v obliki podaljšanih proteinskih izrastkov, imenovanih fimbrije ali pili.  
Najbolj preučevane so za manozo specifične fimbrije tipa 1, za galaktozo specifične 
fimbrije P in fimbrije F-17, ki vežejo N-acetilglukozamin. Imajo jih različni sevi E. coli. 
Bakterije lahko izražajo 100 do 400 takšnih izrastkov, premera 5-7 nm, v dolžino pa lahko 
segajo tudi do več 100 nm (Nizet in sod., 2017).  
2.1.2.4 Lektini in druge bioaktivne snovi glivnega izvora 
Glive so velik, še neraziskan vir potencialno uporabnih substanc, vključno z lektini 
(Hassan in sod., 2015), encimi, vpletenimi v razgradnjo lignoceluloze, preoteazami, 
proteaznimi zaviralci in encimi za inaktivacijo ribosomov (Erjavec in sod., 2012).  
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Gobji lektini, izolirani iz različnih vrst, se med seboj razlikujejo v molekulski masi, številu 
podenot in specifičnosti vezave ogljikovih hidratov. Iz iste vrste pa so že bili izolirani 
lektini z različnimi biokemijskimi lastnostmi. Najdemo jih v različnih delih gob, njihovo 
izražanje je odvisno tudi od starosti gobe in sezone rasti. Prvi opisan gobji lektin je bil 
palin, leta 1891, izoliran iz zelene mušnice (Amanita phalloides), ki deluje kot hemolizin, 
saj poškoduje membrano rdečih krvnih celic. Glivni lektini imajo pomembno vlogo v 
povezavi s simbiozo med glivami in drugimi organizmi, kot so mikorize in lišaji, 
sodelujejo tudi pri interakcijah med različnimi celicami znotraj organizma (Hassan in sod., 
2015). Vpleteni so v biosintezo celične stene, diferenciacijo micelija ter pritrjanje spor na 
insekte in ogorčice (Santos in sod., 2014).  
 
Lektine iz gob so začeli raziskovati zlasti zaradi protitumorskih in  imunomodulatornih 
aktivnosti (Hassan in sod., 2015). Veliko gobjih lektinov se z veliko specifičnostjo veže na 
epitope na površini ogljikovih hidratov, glikoproteinov ali glikolipidov pri človeku. Pri 
nekaterih patoloških stanjih so ti oligosaharidi preveč izraženi, zato so lektini uporabni kot 
biološki označevalci vnetja in rakavih obolenj. Zaradi njihovega tekmovanja s človeškimi 
lektini za vezavo na specifične ogljikove hidrate jih lahko uporabimo kot molekule za 
tarčno dostavo zdravilnih učinkovin (Varrot in sod., 2013). Pomembni so tudi kot orodje v 
kliničnih raziskavah mikrobnih in parazitskih okužb (Erjavec in sod., 2012). 
  
V magistrski nalogi smo se osredotočili na delovanje lektina KKP, ki je razmeroma nov in 
še neraziskan protein, podoben lektinom z beta triperesnim zvitjem. Izoliran je bil iz 
gnojiščne tintovke (Coprinopsis cinerea). Gre za manjšo gobo iz reda Agaricales, ki se 
uporablja kot modelni organizem za preučevanje razmnoževanja gliv in je enostavna za 
kultivacijo na definiranem mediju (Pukkila, 2011). Lektin KKP je majhen protein (14 
kDa), za katerega so raziskovalci na Institutu »Jožef Štefan« ugotovili, da deluje kot 
zaviralec proteaz, in sicer dobro inhibira tako cisteinske proteaze družine C1 in aspartatne 
proteaze družine A1. Iz gobe C. cinerea so že izolirali lektin CCL2 in dokazali njegovo 
toksičnost proti ogorčicam (Martinez in sod., 2017). Poleg tega goba C. cinerea vsebuje 
tudi galektine, skupino lektinov, ki vežejo β-galaktozide. Eden izmed teh je CGL2, ki 
zavira razmnoževanje in rast ogorčice C. elegans (Butschi in sod., 2010).  
 
Med pomembne bioaktivne snovi v glivah poleg lektinov spadajo tudi zaviralci delovanja 
proteaz, ki potencialno lahko služijo kot učinkovine za zaščito rastlin pred insekti. Med 
njimi so bili okarakterizirani le zaviralci serinskih in cisteinskih proteaz (Erjavec in sod., 
2012).  
 
Proteaze, oziroma peptidaze ali proteolitični encimi so del velike skupine proteinov, ki 
katalizirajo hidrolizo peptidne vezi. Najdemo jih v vseh živih organizmih, kar nakazuje na 
njihovo ključno vlogo pri esencialnih metabolnih in regulatornih funkcijah v različnih 
bioloških procesih. Proteaze lahko klasificiramo v različne katalitične tipe, vključno z 
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aspartatnim, cisteinskim, glutaminskim, serinskim in treoninskim na osnovi glavnega 
funkcionalnega ostanka aminokisline v aktivnem mestu. Zaradi njihove vpletenosti v 
številne pomembne procese, mora biti aktivnost proteaz natančno uravnana, saj lahko v 
nasprotnem primeru pride do nastanka različnih obolenj. Ravno zato so v organizmih 
prisotni tudi zaviralci proteaz, ki predstavljajo enega izmed pomembnejših mehanizmov 
uravnavanja njihovega delovanja in so zato predmet velikega števila raziskav za morebitno 
terapevtsko uporabo (Sabotič in Kos, 2012). 
 
Zaviralce proteaz lahko glede na mehanizem delovanja razdelimo v več skupin. Med 
reverzibilne zaviralce spadajo kompetitivni, pri katerih gre za tekmovanje med zaviralcem 
in substratom za vezavo v aktivno mesto proteaze. Najbolj preučen mehanizem delovanja 
kompetitivnih proteaznih zaviralcev je mehanizem po Laskowskem, imenovan tudi 
standardni mehanizem. Značilen je za zaviralce serinskih proteaz, kjer se na aktivno mesto 
proteaze vstavi reaktivna zanka zaviralca, ki je komplementarna tarčnim molekulam 
proteaz in na ta način prepreči vezavo substrata (Farady in Craik, 2010). 
 
Veliko kompetitivnih proteaznih zaviralcev se z veliko afiniteto veže v bližino aktivnega 
mesta, vendar ne posnema vezave substrata. Pri tem pride do fizičnega oviranja in 
blokiranja vezave substrata. Takšen mehanizem je značilen za zaviralce cisteinskih proteaz 
(Farady in Craik, 2010).  
 
Ireverzibilni zaviralci za svoje delovanje potrebujejo proteolitično aktivacijo, ki jo 
katalizirajo encimi, na katere zaviralci delujejo. Pri tem se encimi tudi kovalentno 
spremenijo in niso več sposobni vezave substrata. Zaviralec tako deluje kot substrat, 
izkoristi katalitično aktivnost proteaze in pri tem zavre njeno delovanje (Farady in Craik, 
2010).  
 
Delovanje skoraj vseh poznanih aspartatnih proteaz zavira pepstatin, prvotno izoliran iz 
različnih vrst aktinomicet. Hidroksilna skupina pepstatina se veže z aspartatno kislino v 
aktivnem mestu proteaze, na katero se običajno veže ena izmed kisikovih molekul 
tetraedričnega intermediata, ki nastane med hidrolizo amidne vezi. Na ta način pepstatin 
posnema vezavo substrata in zavre delovanje proteaze (Rich in sod., 1985). Med zaviralci 
cisteinskih proteaz pa je najbolj poznan zaviralec E64, ki deluje ireverzibilno in je bil 
izoliran iz glive Aspergilus japonicus (Sabotič in Kos, 2012). 
2.1.3 Delovanje in uporaba lektinov 
Lektini predstavljajo pomembno orodje na različnih področjih biologije, biotehnologije in 
medicine, predvsem zaradi njihove značilne lastnosti, specifične vezave na različne 
ogljikove hidrate. Specifično lahko prepoznajo manozo, sialično kislino, fukozo, N-
acetilglukozamin, galaktozo, kompleksne glikane in glikoproteine (Coelho in sod., 2017). 
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To omogoča identifikacijo in izolacijo specifičnih glikanov na celičnih površinah, 
razlikovanje med normalnimi in spremenjenimi celicami in določanje biooznačevalcev, 
povezanih z različnimi patološkimi stanji. Uporabni so tudi kot orodje za analizo vzorcev 
glikozilacije proteinov na površini celic in potencialno tudi kot terapija za različna 
obolenja (Santos in sod., 2014). 
2.1.3.1 Protimikrobna aktivnost 
Lektini s protimikrobnim delovanjem vplivajo predvsem na rast in adhezijo nekaterih 
bakterij, preprečujejo pa tudi širjenje okužbe z nekaterimi virusi (npr. HIV). Poleg tega 
igrajo pomembno vlogo pri odzivu imunskega sistema, saj lahko specifično prepoznajo 
nekatere ogljikove hidrate prisotne le v tujih/ patogenih organizmih oziroma tiste, ki so na 
površini patogenih organizmov dostopni za prepoznavo (Santos in sod., 2014). 
 
Dokazano so lektini, izolirani iz semen graha Pisum sativum in grahovca Astragalus 
mongholicus, zaviralci rasti patogene glive Fusarium oxysporum (Sitohy in sod., 2007; 
Yan in sod., 2005). Gre predvsem za lektine, ki se vežejo na hitin iz celične stene gliv 
(Santos in sod., 2014). V eni izmed raziskav so zaznali povečano izražaje lektina v rastlini 
Gastrodia elata ob prisotnosti glive Trichoderme viride, kar nakazuje, da so lektini 
pomembni obrambni proteini v rastlinah (Lam in Ng, 2011). Rastlinski lektini se lahko 
vežejo na hife in tako zavrejo rast glive in preprečijo germinacijo spor (Coelho in sod., 
2017). 
Lektini iz različnih virov proti bakterijam delujejo tako, da tvorijo pore v njihovih 
membranah in tako povečajo permeabilnost ter lizo bakterijskih celic ali pa sprožijo smrt 
lastnih okuženih celic (Dias in sod., 2015). Protibakterijska aktivnost lektinov je posledica 
vezave s sestavnimi deli celične stene bakterij, kot so teihojska in teihuronska kislina, 
peptidoglikani ter lipopolisaharadi (Qadir in sod., 2013). Lektini lahko vplivajo na tvorbo 
biofilmov in adhezijo bakterij. Vasconcelos in sodelavci (2014) so v študiji preučevali 
vpliv lektinov iz alg in rastlin na klinično pomembne mikroorganizme in dokazali, da 
nekateri izmed preučevanih lektinov zavirajo planktonsko obliko rasti bakterij in tvorbo 
biofilmov. Hassan in sod. (2014) pa so v svoji študiji izolirali lektin iz krompirja in 
dokazali, da zavira povezovanje bakterije Pseudomonas aeruginosa v biofilm, s katerim se 
zaščiti proti naravnim in umetnim kemikalijam ali antibiotikom. 
Predvsem tisti lektini, ki prepoznavajo manozo in N-acetilglukozamin, imajo tudi 
protivirusno aktivnost, saj lahko preprečijo vezavo virusa HIV na limfocite T in širjenje 
okužbe (Santos in sod., 2014). Veliko lektinov iz gob dokazano zavira delovanje reverzne 
transkriptaze HIV-1, ki je pomembna za razmnoževanje virusa. Med njimi so lektini, 
izolirani iz gliv Schizophyllum commune, Pleurotus citrinopileatus in Cordyceps militaris. 
Mehanizem delovanja še ni povsem razjasnjen, domnevajo pa, da je podoben delovanju 
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proteaz HIV-1, ki prav tako zavirajo aktivnost reverzne transkriptaze (Hassan in sod., 
2015).  
2.1.3.2 Protitumorske in imunomodulatorne aktivnosti 
Proces nastanka tumorskih metastaz je skoraj vedno povezan s spremembo glikoproteinov 
na celični membrani, ki omogočajo migracijo rakavih celic v sekundarna tkiva. 
Spremembe v celični glikozilaciji lahko preučujemo z monoklonskimi protitelesi ali 
lektini. Lektini so običajno boljša izbira od monokolonskih protiteles za prepoznavo 
terminalnih, notranjih ali razvejanih ostankov sladkorjev (Dan in sod., 2015). Že leta 1983 
so pokazali povezavo med lektinom, izoliranim iz polža Helix pomatia (HPA), z rakom na 
dojkah (Leathem in sod., 1983). Lektin iz spužve Haliclona cratera pa ima citotoksičen 
učinek na celično linijo HeLa (Pajic in sod., 2002). Tudi veliko drugih lektinov ima 
zmožnost razlikovanja med zdravimi in rakavimi celicami. Uporabni so lahko neposredno 
kot biooznačevalci rakavih obolenj ali posredno, kot orodje za določevanje drugih 
biooznačevalcev (Dan in sod., 2015). 
 
Veliko lektinov, izoliranih iz različnih virov, je izražalo imunomodulatorne aktivnosti, kot 
sta mitogena aktivnost in pospeševalni vpliv na odziv celic T pomagalk. Na primer lektin 
CNL, izoliran iz gobe Clitocybe nebularis je citotoksičen izključno za levkemično celično 
linijo T limfocitov Jurkat (Pohleven in sod., 2012) in izkazuje močan imunostimulatorni 
učinek na človeške dendritične celice (Švajger in sod., 2011). Primarni korak za začetek 
tovrstnih aktivnosti je vezava lektinov na ogljikove hidrate na površini imunske celice. 
Vezava nato sproži imunski odziv preko različnih posrednikov, npr. sekundarnih 
membranskih prenašalcev (Coelho in sod, 2017). V eni izmed študij so ugotovili, da 
lektina TML-1 in TML-2 iz glive Tricholoma mongolicum aktivirata makrofage in 
vzpodbudita proizvodnjo ter izločanje tumor nekrotizirajočega faktorja (TNF-α) in nitritnih 
ionov (Wang in sod., 1996).  
2.1.3.3 Druge aplikacije 
Zaradi specifičnih lastnosti prepoznavanja ogljikovih hidratov so lektini uporabni kot 
nosilci pri afinitetni kromatografiji za ločevanje in izolacijo glikoproteinov. Lektinske 
mikromreže pa pripomorejo k določevanju njihove strukture (Lam in Ng, 2011). Čedalje 
večji napredek v znanosti dosegajo biosenzorji, tudi na osnovi lektinov, ki omogočajo 
določanje in kvantifikacijo glikoproteinov in so uporabni v diagnostiki, npr. za določanje 
glukoze v krvi pri diabetičnih bolnikih (Coelho in sod., 2017).  
 
Lektini so prav tako uporabni tudi v agronomiji, saj dokazano delujejo proti škodljivim 
insektom in so bili uspešno vgrajeni v številne poljščine (npr. pšenica, riž, tobak, krompir). 
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Takšen pristop bi lahko bil del strategij za obrambo poljščin pred škodljivci (Hamid in 
sod., 2013). 
2.2 IZBRANE PATOGENE IN PROBIOTIČNE BAKTERIJE 
Lektini iz gliv imajo mnogo koristnih učinkov, med katerimi so najbolj raziskane proti-
tumorske in imunomodulatorne  aktivnosti. Manj pa je znanega o njihovem vplivu na rast 
in adhezijo patogenih in probiotičnih bakterij. V eksperimentalni del magistrske naloge 
smo zato vključili tako patogene bakterijske vrste Listeria monocytogenes, Listeria 
innocua, Campylobacter jejuni, Salmonella infantis in Escherichia coli, kot tudi 
probiotične bakterije rodu Lactobacillus in vrste Bacillus coagulans ter kvasno vrsto 
Saccharomyces boulardii. Probiotične bakterije, za razliko od patogenih, če so vnesene v 
zadostni količini, prispevajo k dobrobiti gostitelja. Pri zdravih ljudeh tako zmanjšajo 
tveganje za razvoj nekaterih bolezni, pri bolnikih pa lahko lajšajo klinične znake in 
simptome nekaterih bolezni (Pace in sod., 2015). Probiotiki se kot terapevtske učinkovine 
uporabljajo za izboljšanje in uravnavo imunskega sistema, znižanje holesterola, 
preprečevanje rakavih obolenj, izboljšanje laktozne intolerance (Reid, 1999) in za 
preprečitev urogenitalnih okužb (Abad in Safdar, 2013).
 
2.2.1 Patogene bakterije 
Po Gramu pozitivna bakterijska vrsta Listeria monocytogenes vsebuje znotrajcelične 
patogene bakterije, ki pogosto povzročajo bolezni, ki se prenašajo s hrano. Listerioze 
najdemo pri nosečnicah, pri ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom in tudi pri živalih 
(Farber in Peterkin, 1991). Okužba se klinično kaže kot blažji gastroenteritis, pri nekaterih 
pa lahko pride do hujših oblik, vključno s sepso in meningitisom (Allerberger in Wagner, 
2010).  
 
Za preživetje bakterijske vrste L. monocytogenes v različnih okoljih je pomembna 
zmožnost tvorbe biofilma. Adherentne celice se razlikujejo od planktonskih, saj se med 
oblikovanjem biofilma spremeni njihova oblika, rast je počasnejša, poveča se njihova 
odpornost proti antibiotikom in drugim kemikalijam, posledično pa je težje njihovo 
uničenje in odstranitev (Colagiorgi in sod., 2016).   
 
V rod Listeria spada tudi vrsta L. innocua, ki je zelo razširjena v okolju in hrani. Za zdrave 
posameznike ni patogena, opisani  pa so bili posamezni primeri obolenj pri ljudeh z 
oslabljenim imunskim sistemom (Favaro in sod., 2014). Pogosto se v študijah uporablja 
kot nadomestek za vrsto L. monocytogenes, saj sta si genetsko zelo sorodni (Milillo in sod. 
2012). 
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Med najpogostejšimi povzročitelji črevesnih okužb so po Gramu negativne bakterije iz 
rodu Salmonella. Največ jih najdemo v mesnih izdelkih, in sicer v perutnini in svinjini. 
Čeprav je večina primerov črevesnih okužb samoomejujočih, je pri resnejših bolezenskih 
stanjih (meningitis)  potrebno zdravljenje z antibiotiki. Le-to je čedalje bolj problematično, 
zaradi pojavljanja odpornosti, ki jo v zadnjih letih povezujejo predvsem z vrsto S. infantis 
(Hindermann in sod., 2017).  
 
V nasprotju z bakterijami rodu Salmonella so bakterije Escherichia coli del normalne 
črevesne mikrobiote pri človeku. Sevi, ki proizvajajo t.i. toksin Shiga, pa lahko povzročijo 
okužbe črevesja in urinarnega trakta. Pri imunsko pomanjkljivih posameznikih pogosteje 
pride do resnejših zapletov, tudi do odpovedi ledvic. Bakterije v telo vnesemo z okuženo 
hrano in vodo ali preko stika z okuženo osebo. Prav tako tudi bakterije E. coli pridobivajo 
odpornost proti različnim antibiotikom, ki se uporabljajo za zdravljenje (Makvana in 
Krilov, 2015).  
 
Zaradi uporabe številnih protimikrobnih sredstev v kmetijstvu in perutninarstvu so postale 
vse bolj odporne tudi bakterije rodu Campylobacter (Alfredson in Korolik, 2007). Gre za 
po Gramu negativne, mikroaerofilne patogene bakterije, med katere uvrščamo vrsto C. 
jejuni, razširjeno kot povzročiteljico črevesnih bolezni. Značilna klinična znaka okužbe sta 
vročina in diareja (Acheson in Allos, 2001). Okužba se prenaša z uživanjem okužene 
hrane, predvsem perutnine, in vode. Bakterije C. jejuni so sposobne adhezije na abiotske 
površine kot tudi na človeške epitelijske celice (Bronnec in sod., 2016). V tekoči kulturi se 
lahko pritrdijo na stekleno površino, tvorijo nepritrjene folikle ali pa oblikujejo skupke, ki 
lebdijo na površini (Joshua in sod., 2006).  Pogačar in sod. (2017) so v eni izmed študij 
odkrili, da so lahko rastlinski ekstrakti in odpadni produkti agro - živilske industrije 
obetavni agensi pri preprečevanju adhezije bakterijske vrste C. jejuni. 
2.2.2 Probiotične bakterije 
Bakterije iz rodu Lactobacillus so po Gramu pozitivne in fakultativno anaerobne. Pri 
človeku so del normalne mikrobiote prebavnega trakta, vendar so lahko občasni 
oportunisti. Dolgo časa se že uporabljajo v proizvodnji mlečnih izdelkov, naprimer sira in 
jogurta. Imajo visoko toleranco za nizek pH, kakršen je v želodcu. Na imunske celice 
lahko delujejo vzpodbujevalno in omogočijo učinkovitejši odziv na vnetje. Laktobacili 
lahko proizvajajo različne bakteriocidne in podobne snovi, ki zavirajo rast drugih 
organizmov (Goldstein in sod., 2015). 
 
Po Gramu pozitivno bakterijsko vrsto Bacilllus coagulans uvrščamo med mlečnokislinske 
bakterije. Zaradi zmožnosti tvorbe spor je sposobna preživeti v želodcu z nizkim pH in 
tako lahko pride v črevesje, kjer se razmnožuje ter sodeluje pri prebavi ogljikovih hidratov 
in proteinov. V črevesju ustvari okolje, ki ni prijazno za patogene mikroorganizme in 
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izboljša privzemanje hranil (Jäger in sod., 2018). Nekateri sevi te vrste so dokazani 
probiotiki (Cutting, 2011). 
 
Poleg omenjenih bakterij smo v študijo vključili še kvasno vrsto Saccharomyces boulardii. 
Nekateri sevi te vrste imajo dokazane probiotične lastnosti in se uporabljajo kot 
preventivno in terapevtsko sredstvo proti diareji in drugim motnjam prebavnega trakta, ki 
nastanejo kot posledica uporabe protimikrobnih učinkovin. Kvasovke Sa. boulardii 
preživijo v telesu, saj je njihova optimalna temperatura 37 °C . Preprečujejo rast številnih 
patogenih mikrobov, kot so Candida albicans, Salmonella typhimurum, Yersinia 
enterocolitium in Aeromonas hemolysin (Czerucka in sod., 2007). Kvasovke Sa. boulardii 
namreč blokirajo ali neposredno uničijo receptorje za patogene toksine (McFarland, 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije 
Kemikalije, ki smo jih uporabljali in njihovi prozvajalci so podane v Preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Uporabljene kemikalije in proizvajalci. 
Kemikalija  Proizvajalec 
Komplet kalibracijskih proteinov za SDS elektroforezo  Amersham Biosciences, ZDA 
Glicerol  AppliChem, Nemčija 
BactoTryptone 
Enzymatic digest of casein (N-Z amini AS) 
BD, ZDA  
TSB (Tryptic Soy Broth) 
TSA (Tryptic Soy Agar) 
Karmali 425 C4 
Biolife, Italija  
MRSB (de Man, Rogosa and Sharpe Broth) 
MRSA (de Man, Rogosa and Sharpe Agar) 
Biomerieux, Francija  
 
EtOH 
HCl 
2-propanol 
Aceton 
Carlo Erba Reagents, Italija  
 
Bromfenol modro Canalco, Nizozemska 
Nosilec TALON® Clontech, ZDA 
NaCl Emsure®, Nemčija 
Akrilamid/bis (40%) 
KCl 
Fluka, Nemčija 
Nosilec Sephacryl® S – 200 High Resolution 
CNBr-activated sepharose™ 4B 
GE Healthcare, Švedska 
N-glikozidaza F 
O-glikozidaza 
Nevraminidaza 
Pufer za denaturacijo glikoproteinov 
Reakcijski pufer 
10 % NP-4 
New England BioLabs, ZDA 
 
 
Lumi-Light
PLUS
 Roche, Nemčija 
           se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1 
Kemikalija Proizvajalec 
APS- Ammonium Persulphate 98% 
BisTris 
Glukoza 
Kanamicin 
KH2PO4 
α-laktoza monohidrat 
MgSO4 
Na2CO3 
NaCl 
NaOH 
Tween 20
 
Kvasni ekstrakt 
YPD (Kvasni ekstrakt – pepton – dekstroza) 
Papain 
Mucin 
Ficin 
Rhizopus pepsin 
Mutanolizin 
Lizocim 
Streptavidin-Atto 488 
Sigma-Aldrich, ZDA 
NaDS (Natrijev dodecil sulfat) 
Na2HPO4 
NaH2PO4 
NH4Cl 
EDTA  
Triton X – 100 
Tris 
Serva, Nemčija 
 
Coomassie Brilliant Blue G-250 
Imidazol 
DTT 
MHA (Mueller – Hinton Agar) 
MHB (Mueller – Hinton Broth) 
Na – thiosulfate 
EZ-LINK®NHS-PEG4  Biotin 
ImmunoPure® Streptavidin 
Hrenova peroksidaza 
PMSF 
Gradientni gel 4-20 %, Tris-Glicin 
Thermo Scientific, ZDA 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali, s proizvajalci je podana v Preglednici 2. 
Preglednica 2: Laboratorijska oprema in proizvajalci. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec  
ultrafiltracijska celica: Amicon 8400 Amicon, ZDA  
aparatura za NaDS-PAGE elektroforezo Mini protean II 
naprava za detekcijo ChemiDoc MP 
Bio-Rad, ZDA  
 
pretočni citometer FACSCalibur Becton in Dickinson Biosciences, Irska 
mikrocentrifugirke  Costar®, ZDA 
avtomatske pipete (10 – 5000 µl) in nastavki 
centrifuga: Eppendorf Centrifuge 5424 
epice (1,5 in 2 ml) 
stresalnik Thermomixer Comfort 
Eppendorf, Nemčija  
 
 
 
epruvete za pretočni citometer  Falcon®, Mehika 
centrifuga Rotina 380 R Hettich, Nemčija  
filter papir Whatman 
nitrocelulozna membrana Amersham™ Protran®, 0,2 μm 
GE Healthcare Life Sciences, Avstrija  
hladilnik 
zmrzovalnik (-20 ºC, -80 ºC) 
Gorenje, Slovenija  
 
ultrazvočna kopel SONIS10 Iskra PIO, Slovenija  
vodna kopel TW8 Julabo, ZDA  
stresalnik 
inkubator 
vodna kopel WB-30 
Kambič, Slovenija  
 
Tecan infinite M1000 Meditech, Slovenija  
0,22 μm filter Millex® GV Merck Millipore, Irska 
plinska jeklenka Messer, Nemčija  
filter za afinitetno kromatografijo na sefarozi, 35 µm 
kolona za afinitetno kromatografijo na sefarozi Mobicol "Classic" 
Mo Bi Tec, Nemčija  
 
spektrofotometra: Lambda 25 in Lambda Bio + PerkinElmer, ZDA  
kivete za spektrofotometer Ratiolab, Nemčija  
stresalnik CERTOMAT HK Sartorius, Nemčija  
pH- meter Mettler Toledo Seven Easy, ZDA  
termoblok: Dri – Block DB 100/2 TECHNE, Velika Britanija  
magnetno mešalo: Rotamix SHP – 10 
orbitacijski stresalnik: Vibromix 10, Vortex, Vibromix 31 
Tehtnica, Slovenija  
 
dializno črevo Slyde – A - Lyzer®MINI Dialysis Devices 
hlajena centrifuga Sorwall Lynx 4000 
spektrofotometer NanoDrop 2000 C 
spektrofotometer Varioskan Lux 
mikrotitrska ploščica 96- Well Microtiter
TM
 plate 
Thermo Scientific, ZDA  
 
sonikator Hielscher UP2005 Ultrasound Technology, Nemčija  
naprava za fotografiranje gelov Sistem UVItec UVItec, Velika Britanija  
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3.1.3 Gojišča 
Tekoče gojišče ZY: 1 l gojišča vsebuje 10 g Bacto-Tryptone in 5 g kvasnega ekstrakta. 
Tekoče gojišča 50x5052: 100 ml gojišča vsebuje 25 g glicerola, 2,5 g glukoze in 10 g α-
laktoze monohidrata. 
Tekoče gojišče 50 x M: 100 ml gojišča vsebuje: 17,75 g Na2HPO4, 17 g KH2PO4, 13,4 g 
NH4Cl in 3,55 g Na2SO4. 
Tekoče gojišče: S.O.C.: 2% kazeinski hidrolizat, 0,5 % kvasni ekstrakt, 10 mM NaCl, 2,5 
mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoza. 
Tekoče gojišče LB (Luria-Bertani): 1 l gojišča vsebuje : 10 g Bacto - Tryptone, 10 g 
NaCl in 5 g kvasnega ekstrakta. 
Avtoindukcijsko gojišče: sestavljeno iz naslednjih gojišč v Preglednici 3: 
Preglednica 3: Sestava avtoindukcijskega gojišča ZYM-5052. 
Sestavine Volumen (ml) 
gojišče ZY  239 
50 x 5052  5 
50 x M  5 
1 M MgSO4  0,5 
Antibiotik kanamicin  Koncentracija: 30 µg/ml  
Tekoče/ trdno gojišče: TSB (Tryptic Soy Broth)/ TSA (Tryptic Soy Agar): Tripton 17,0 g 
soja pepton 3,0 g, glukoza 2,5 g, NaCl 5,0 g, K2HPO4 2,5 g/l, agar 15g/l. 
Tekoče gojišče: YPD (ang. Yeast Extract-Peptone-Dextrose Medium): bakteriološki 
pepton 20 g/l, kvasni ekstrakt 10 g/l, glukoza 20 g/l. 
Tekoče/ trdno gojišče: MHB (Mueller – Hinton Broth)/ MHA (Mueller – Hinton Agar): 
2,0 g/l goveji ekstrakt, 17,5 g/l kazeinski hidrolizat, 1,5 g/l škrob, 17 g/l agar. 
Tekoče/ trdno gojišče: MRSB (de Man, Rogosa and Sharpe Broth)/ MRSA (de Man, 
Rogosa and Sharpe Agar): 2 g/l K2HPO4, 20 g/l glukoza, 0,2 g/l MgSO4 x 7 H2O, 0,05 g/l 
MnO₄S x 4 H₂O, 8 g/l mesni ekstrakt, 10 g/l  pepton, 5 g/l CH3COONa x 3 H2O, 2 g/l 
triamonijev citrat,  4 g/l kvasni ekstrakt. 
3.1.4 Pufri in raztopine 
1 M MgSO4: 10 ml vsebuje 2,47 g MgSO4 x 7 H2O. 
Pufer TET: 50 mM Trs – HCl, 2 mM EDTA, 0,1% Triton X – 100, pH 7,5. 
Pufer TBS: 50 mM Tris – HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5. 
Pufer TE: 25 mM Tris – HCl, 20 mM EDTA, pH 7,5. 
Pufri in raztopine za NaDS – PAGE elektroforezo: 
- Pufer za ločevalni gel: 1,5 M Tris – HCl, pH 8,8. Za 100 ml pufra v vodi 
raztopimo 18,15 g Tris, pH uravnamo s koncentrirano HCl na pH 8,8, ter 
avtoklaviramo in hranimo v hladilniku pri 4 °C. 
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- Pufer za koncentrirni gel: 0,5 M Tris – HCl, pH 6,8. Za 100 ml pufra raztopimo 
6,05 g Tris, pH uravnamo s koncentrirano HCl na pH 6,8, ter avtoklaviramo in 
hranimo v hladilniku pri 4 °C. 
- Nanašalni pufer: 2,5 ml pufra za koncentracijski gel, 2,0 ml glicerola, 4,0 ml 10 % 
NaDS raztopine, bromfenol modro, 1,5 ml H2O.  
- Elektroforezni pufer: 75 g Tris, 360 g glicin, 25 g NaDS, do 0,5 l dH2O. Vrednost 
pH je bazična, približno 8. Hranimo ga pri sobni temperaturi. 
- Raztopina NaDS (10 %) 
- Raztopina APS (10 %) 
- Raztopina Coomassie Blue (0,1 %): 5 uprašenih tablet Coomassie Briliant Blue 
PhastGel Blue R – 350, 200 ml dH2O, 800 ml etanol. 
- 10% razbarvalna raztopina: 10 % etanol, 5 % ocetna kislina. 
- 30% razbarvalna raztopina: 30 % etanol, 10 % ocetna kislina. 
Raztopine za barvanje proteinov v srebru: 
- Raztopina za fiksiranje: 50 % EtOH, 12 % ocetna kislina, 50 µL 37 % H2CO za 
100 ml.  
- Raztopina za spiranje: 50 % EtOH. 
- Raztopina za predobdelavo: 0,02 % Na2S2O3 (20 mg za 100 ml), 50 µL 37 % 
H2CO za 100 ml.  
- Raztopina za impregnacijo: 0,2 % AgNO3 (200 mg za 100 ml), 50 µL 37 % 
H2CO za 100 ml. 
- Razvijalna raztopina: 6 % Na2CO3 (6 g za 100 ml), 50 µL 37 % H2CO za 100 ml, 
2 ml 0,02 % Na2S2O3. 
- Raztopina za ustavitev reakcije: 50 % EtOH, 12 % ocetna kislina. 
Pufer za gelsko kromatografijo: 0,02 M Tris, 0,3 M NaCl, 3 M sečnina, pH 7,5. 
Pufri za ionsko-izmenjevalno kromatografijo: 0,02 M Bis-Tris, pH 6,5. 
Pufra za afinitetno kromatografijo: 
- Ekvilibracijski pufer/ pufer za spiranje: 50 mM natrijev – fosfat, 300 mM NaCl, 
pH 7,00. 
- Elucijski pufer: 50 mM natrijev – fosfat, 300 mM NaCl, 150 mM imidazol, pH 
7,00. 
Pufer za encimski test: 0,1 M MES, 5 mM DTT, pH 6,5. 
Pufri za afinitetno kromatografijo na sefarozi: 
- Vezavni pufer: 0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3. 
- Pufra za spiranje: 0,1 M Na – acetat, 0,5 M NaCl, pH 4,0 in 0,5 M Tris-HCl, 0,5 
M NaCl, pH 8,0. 
Pufer 20 x PBS: 160 g/l NaCl, 4 g/l KCl, 28,8 g/l Na2HPO4, 4,8 g/l KH2PO4, pH 7,4. 
Pufri za prenos western: 
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- Pufer za prenos: 2,93 g Tris, 5,81 g glicin, 3,75 ml 10 % SDS, 200 ml MetOH, do 
1 l miliQ H2O. 
- Raztopina za barvanje membrane pri prenosu western: 500 µl ocetne kisline, 
0,05 g Coomassie G250, 20 ml MetOH, 30 ml miliQ H2O. 
Pufer za detekcijo preko biotiniliranega lektina (LBB): 50 mM Tris-HCl, 150 mM 
NaCl, 0,5 % Tween 20, pH 7,5. 
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3.1.5 Biološki material 
Uporabljen biološki material je podan v Preglednici 4. 
Preglednica 4: Oznaka in vir biološkega materiala. 
Oznaka  Vir  
Listeria innocua ŽM39 
Listeria monocytogenes ŽM58 
Salmonella infantis ŽM9 
Escherichia coli ŽM370 
Campylobacter jejuni K49/9 
Bacilllus coagulans ŽM643 
Lactobacillus fermentum A 
ŽM639 
Lactobacillus fermentum B 
ŽM640 
Lactobacillus fermentum C 
ŽM644 
Lactobacillus fermentum D 
ŽM641 
Lactobacillus plantarum A ŽM645 
Lactobacillus plantarum B ŽM642 
Lactobacillus plantarum S1 
ŽM646 
Saccharomyces boulardii ŽM647 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo, Biotehniška fakulteta, Univerza 
v Ljubljani  
 
kompetentne celice E.coli BL21 
(DE3) 
plazmid pET24KKP 
Odsek za biotehnologijo, Inštitut »Jožef Štefan«, Ljubljana 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava lektina KKP 
3.2.1.1 Transformacija kompetentnih celic s plazmidom 
Kompetentne celice E. coli BL21 (DE3) smo transformirali s plazmidom pET24KKP, ki 
nosi zapis za protein KKP in kanamicinsko rezistenco. Kompetentne celice, shranjene pri -
80°C in plazmid, shranjen pri -20°C smo odtalili na ledu. K 50 μl celic smo dodali 1 μl 
plazmida in mešanico inkubirali 20 min na ledu. Sledil je temperaturni šok, celice smo za 1 
min izpostavili 42 °C v vodni kopeli (Julabo TW8). Po ponovni 10 min inkubaciji na ledu 
smo transformiranim celicam dodali 450 μl gojišča S.O.C. in jih 1h stresali na stresalniku 
(CERTOMAT HK) pri 37 °C in 150 rpm. Uspešnost transformacije smo preverili tako, da 
smo celice nacepili na ploščo z gojiščem LB in dodanim kanamicinom. Z dodatkom 
antibiotika smo preprečili rast neželenih mikroorganizmov in izgubo plazmida. Celice smo 
nato preko noči gojili v tekočem gojišču LB s kanamicinom na stresalniku (CERTOMAT 
HK)  pri 37 °C in 150 rpm. 
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3.2.1.2 Avtoindukcija izražanja rekombinantnega proteina KKP 
Po 2,5 ml prekonočne kulture transformiranih celic E. coli smo dodali v 8 erlenmajeric z 
avtoindukcijskim gojiščem (Preglednica 3), ki smo ga predhodno pripravili in inkubirali na 
stresalniku (Kambič) pri 37 °C. Med inkubacijo smo spremljali rast bakterij z merjenjem 
OD600 s spektrofotometrom (Lambda Bio+, PerkinElmer) in počakali, da je bila vrednost 
OD600 približno 1. Takrat smo temperaturo stresalnika (Kambič) znižali na 22 °C in celice 
inkubirali preko noči. Avtoindukcijsko gojišče vsebuje poleg ostalih esencialnih elementov 
še glukozo, laktozo in glicerol. Ko pride do katabolne represije z glukozo, celice začnejo 
uporabljati laktozo. Tako pride do indukcije izražanja proteina.  Pri izrabljanju laktoze 
nastaja galaktoza, ki pa je celice ne morejo uporabljati, zato kot končni vir energije in 
ogljika uporabljajo glicerol (Blommel in sod., 2007). Za analizo z NaDS-PAGE smo 
shranili vzorec pred in po avtoindukciji. 
3.2.1.3 Izolacija rekombinantnega proteina KKP 
Transformirane celice smo centrifugirali 15 min pri 6000 x g in 4 °C (centrifuga Thermo 
Scientific). Supernatant smo odlili in shranili, pelet smo resuspendirali v 110 ml pufra 
TET. Vsi postopki so potekali na ledu in v ohlajenih centrifugah. Nato smo celice razbili s 
pomočjo sonikacije (5 min, cikel 0,9, amplituda 90) (sonikator Hielscher UP2005) in 
ponovno centrifugirali (8000 x g, 15 min, 4 °C). Supernatant smo odstranili, oborino 
resuspendirali v 50 ml pufra TET in centrifugirali (10000 x g, 15 min, 4°C). Ponovno smo 
odlili supernatant in oborino resuspendirali v 50 ml pufra TET z 8 M sečnino. Sledilo je 
centrifugiranje (10000 x g, 15 min, 4 °C) in shranitev supernatanta. Sečnino smo uporabili 
za raztapljanje inkluzijskih telesc. Po vsakem centrifugiranju in resuspendiranju smo pri –
20 °C shranili vzorce  supernatantov in suspenzij (300 μl) za analizo z NaDS-PAGE. 
3.2.1.4 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
(NaDS-PAGE) 
Metoda NaDS-PAGE je separacijska metoda, ki se uporablja za ločevanje proteinov na 
podlagi velikosti oziroma mase. Natrijev dodecilsulfat (NaDS) vsem proteinom doda 
negativen naboj,  ti pa nato v električnem polju potujejo proti pozitivno nabiti elektrodi – 
anodi. Koncentrirni gel omogoči, da se vzorec skoncentrira v tanko linijo, ločevalni gel pa 
omogoči ločevanje proteinov po velikosti. Večji proteini potujejo počasneje in se zato 
zadržijo bolj pri vrhu gela, medtem ko manjši proteini potujejo hitreje in dlje (Tubuly, 
2000). 
Metodo NaDS-PAGE smo uporabili, da smo preverili prisotnost in količino želenega 
lektina KKP v vzorcih. K 15 μl posameznih vzorcev smo dodali enako količino 
nanašalnega pufra za NaDS-PAGE  in jih denaturirali v termobloku pri 100 °C, 10 min. Po 
kratkem centrifugiranju smo vzorce nanesli na 15 % ali 12 % ločevalni in 4 % koncentrirni 
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gel debeline 1,5 mm (Preglednica 5).  Kot označevalec velikosti smo uporabili »Amersham 
Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis« (Amersham 
Biosciences). Za ločevanje proteinov smo uporabili napravo za NaDS-PAGE (Mini 
protean II, Biorad). Vse skupaj je potekalo v NaDS elektroforeznem pufru pri električni 
napetosti 35 mA/ gel. Po končani elektroforezi smo gel s proteini pobarvali z barvilom 
Coomassie Brilliant Blue, ki smo mu dodali 20 % ocetno kislino v razmerju 1:1. Gel smo 1 
h stresali pri 45 obratih na minuto na orbitacijskem mešalu (Vibromix), ga razbarvali s 30 
% in nato še z 10 % razbarvalno raztopino. Gel smo fotografirali z aparaturo za 
fotografiranje gelov (Sistem UVItec). 
Preglednica 5: Reagenti, ki sestavljajo koncentrirni in ločevalni gel za NaDS-PAGE. 
Reagenti Koncentrirni gel (pH pufra 6,8, 0,5M) Ločevalni gel (pH pufra 8,8, 1,5 M)  
               4 % 12 % 15 % 
dH20 3,168 4,335 3,585 
Pufer Tris-HCl 1,250 2,500 2,500 
SDS (10 %) 0,050 0,100 0,100 
Bisakrilamid (40 %) 0,500 3,000 3,750 
APS (10 %) 0,025 0,050 0,050 
TEMED 0,008 0,015 0,015 
Končni volumen (ml) 5,000 10,000 10,000 
3.2.1.5 Barvanje s srebrom 
Barvanje s srebrom se uporablja za detekcijo proteinov po elektroforeznem ločevanju v 
poliakrilamidnem gelu. Prednost te metode je, da je zelo občutljiva in ne zahteva 
kompleksnih in dragih kemikalij (Chevallet in sod., 2007). Postopek smo izvajali po 
protokolu Bluma in sodelavcev (1987). Poliakrilamidni gel smo najprej 1 h fiksirali v 
mešanici 50 % etanola, 12 % ocetne kisline in dodatkom 37 % formaldehida. Sledilo je 
spiranje s 50 % etanolom trikrat po 20 min. Gel smo nato prestavili v raztopino za 
predobdelavo (0,02 % Na-tiosulfat) za 1 min in ga spirali z dvakrat destilirano vodo trikrat 
po 20 s. Sledila je 20 min inkubacija gela v 0,2 % srebru in ponovno spiranje z dvakrat 
destilirano vodo (dvakrat po 30 s). Naslednji korak je obsegal razvitje lis v gelu s pomočjo 
razvijalne raztopine (6 % Na-karbonat, 37 % formaldehid, 0,02 % Na-tiosulfat). Reakcijo 
smo ustavili z raztopino 50 % etanola in 12 % ocetne kisline, gel poslikali in ga sprali s 50 
% etanolom (>20 min).  
3.2.1.6 Gelska kromatografija 
Gelska kromatografija je analitska metoda za ločevanje proteinov na osnovi razlik v 
molekulski masi. Uporabljajo se nosilci, ki se razlikujejo v poroznosti in kemijski sestavi 
(hidrofobnost, naboj) (Coskun, 2016). Ta metoda nam je služila za čiščenje lektina. 
Uporabili smo kolono dolžine 98 cm in premera  4,5 cm ter nosilec Sephacryl S200. Pred 
nanosom vzorca smo kolono spirali z 0,5 M NaOH, vodo in pufrom za gelsko 
kromatografijo (0,02 M Tris, 0,3 M NaCl, dH20, pH 7,5). Nanesli smo približno 38 ml 
22 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
predhodno centrifugiranega vzorca (16000 x g, 10 min, 4 °C), ki je vseboval raztopljena 
inkluzijska telesca. Posamezne frakcije smo zbirali v epruvetah na vsakih 30 min, pri 
pretoku 42,6 ml/h in jim nato izmerili absorbanco pri 280 nm (spektrofotometer Lambda 
25, Perkin Elmer). 
3.2.1.7 Dializa 
Dializa je postopek, s katerim ločujemo delce, ki imajo zmožnost prehajanja skozi 
polprepustno membrano. Na ta način smo vzorcu zamenjali pufer TET z 0,02 M pufrom 
Bis-Tris (pH 6,5), pri čemer smo uporabili dializno črevo s premerom 22 mm in velikostjo 
por, ki prepuščajo proteine manjše od 3,5 kDa. Za dializo lektina KKP v pufer PBS smo 
uporabili 2 ml dializne naprave Slyde-A-Lyzer®MINI Dialysis Devices (Thermo 
Scientific) z enako velikostjo por v membrani. Pufer smo zamenjali enkrat po 4 h in pustili 
preko noči. Dializa je potekala v hladni sobi (4°C) ob stalnem mešanju z magnetnim 
mešalom.  
3.2.1.8 Ionsko - izmenjevalna kromatografija, gradientna elucija 
Ionsko - izmenjevalna kromatografija je kromatografska metoda, ki temelji na ločevanju 
molekul, ki se razlikujejo glede na naboj (Coskun, 2016). Uporabili smo nosilec DEAE-
Sefarozo, v koloni velikosti 9 cm in premera 6 cm. Nosilec smo najprej spirali z 2 M NaCl, 
nato z 0,1 M NaOH, 0,1 M ocetno kislino, destilirano vodo, na koncu še z 0,02 M pufrom 
Bis-Tris. Vzorec smo po dializi in centrifugiranju (16000 x g, 10 min, 4 °C) nanesli na 
kolono s pretokom 52,8 ml/h. Sledila je gradientna elucija z NaCl. Kolono z vzorcem smo 
spirali s pufrom Bis-Tris z dodanim 0,3 M NaCl (1l) preko noči s pretokom 25,2 ml/h, nato 
z 0,5 M NaCl (0,2 l)  in 1 M NaCl (0,5 l). Ob dodatku nižje koncentracije NaCl ločimo 
proteine z manjšim številom nabitih molekul, ob dodatku večjih koncentracij NaCl pa tiste 
proteine z velikim številom nabitih molekul. Posamezne frakcije smo po vsakem dodatku 
NaCl zbirali na 30 min, jim izmerili absorbanco pri 280 nm in izbrane vzorce analizirali z 
NaDS-PAGE. 
3.2.1.9 Ultrafiltracija 
Ultrafiltracija je separacijski postopek na osnovi polprepustne membrane. S tem 
postopkom smo koncentrirali združene frakcije gelske in ionsko - izmenjevalne 
kromatografije, pri katerih smo z analizo NaDS-PAGE zaznali prisotnost lektina. Uporabili 
smo membrano z izključitveno molekulsko maso 3 kDa in s premerom 76 mm. Vzorcem 
smo uravnali pH na 7 in tako preprečili morebitno obarjanje proteinov. Ultrafiltracija je 
potekala v hladni sobi pri 4 °C ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom in 
priklopljenemu nadtlaku tekočega dušika. Po končani ultrafiltraciji smo vzorcem izmerili 
absorbanco pri 280 nm. Vzorce, ki smo jih pridobili po afinitetni kromatografiji smo 
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koncentrirali s pomočjo 15 ml filtracijskih celic Amicon Ultra z izključitveno molekulsko 
maso 3,5 kDa.  
3.2.1.10 Afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom 
Afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom je tehnika, s katero ločujemo 
proteine ali peptide na podlagi njihove afinitete za kovinske ione (Urh in sod., 2009). 
Uporabili smo jo za čiščenje lektina KKP, označenega s histidinskim označevalcem. 
Uporabili smo nosilec TALON, ki je vseboval ione kobalta. Kobalt se z veliko 
specifičnostjo veže na proteine s histidinskim označevalcem. Na ta način smo odstranili 
nečistoče prisotne v vzorcu. Nosilec smo najprej spirali z ekvilibracijskim pufrom ter mu 
nato dodali vzorce, ki smo jih prehodno čistili z gelsko in ionsko – izmenjevalno 
kromatografijo. Sledila je 30 min inkubacija z rahlim stresanjem pri sobni temperaturi, ki 
je omogočila vezavo označenih proteinov z nosilcem. Nevezane in nespecifično vezane 
proteine ter ostale nečistoče smo odstranili s pufrom za spiranje, za elucijo želenih 
proteinov pa smo uporabili elucijski pufer z 150 mM imidazolom. Frakcije po 0,5 ml smo 
zbirali v mikrocentrifugirke in jih analizirali s spektrofotometrom NanoDrop (Thermo 
Scientific). Pri izvajanju postopkov smo sledili protokolu TALON® Metal Affinity Resins 
User Manual (Clontech Laboratories, Inc., 2011). Prisotnost in čistost lektina KKP smo 
preverili z metodo NaDS-PAGE. 
3.2.1.11 Encimski test 
Z encimskim testom smo preverili zaviralno aktivnost lektina KKP, izoliranega s pomočjo 
gelske in ionsko - izmenjevalne kormatografije. Test smo izvedli na mikrotitrski ploščici 
(Greiner 96 Flat Bottom Black Polystyrol), na katero smo dodali pufer (0.1 M MES, 5 mM 
DTT, pH 6.5), encim papain v končni koncentraciji 0,12 μg/ml (cisteinska proteaza, katere 
delovanje zavira lektin KKP) in lektin KKP v različnih končnih koncentracijah (lektin 
KKP izoliran po gelski kromatografiji – 0,72 μg/ml, 1,79 μg/ml, 3,58 μg/ml, 7,16 μg/ml, 
14,32 μg/ml; lektin KKP izoliran po ionsko - izmenjevalni kromatografiji – 2,72 μg/ml, 
6,79 μg/ml, 13,58 μg/ml, 27,16 μg/ml, 54,32 μg/ml). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 
zaviralca Mcp1 in 99. Po 10 min inkubaciji pri sobni temperaturi smo dodali substrat Z-
Phe-Arg-MCA v končni koncentraciji 200 μM in analizirali s pomočjo čitalca 
mikrotitrskih plošč INFINITE M1000 (Tecan). Merjenje flourescence je potekalo pri 
valovni dolžini ekscitacije 370 nm in emisije 460 nm, pri temperaturi 30 °C, 30 min, z 1-
min časovnimi intervali. 
3.2.1.12 Določanje koncentracije rekombinantnega proteina 
Za določanje koncentracije proteinov smo uporabljali spektrofotometra Lambda 25 
(PerkinElmer) in NanoDrop (Thermo Scientific), pri čemer smo napravi nastavili na 
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valovno dolžino 280 nm. Iz izmerjene absorbance (A) smo nato izračunali koncentracijo 
(c) s pomočjo Beer – Lambertovega zakona (1). Potrebovali smo tudi podatek o 
ekstinkcijskem koeficientu (ε), ki smo ga na osnovi aminokislinskega zaporedja pridobili s 
pomočjo spletnega orodja ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Ta koeficient za 
lektin KKP znaša 3,485.  
 
Enačba za Beer – Lambertov zakon:  
   A = ε • c • l,                                                                                   ... (1)  
kjer je A absorbanca, ε molarni absorpcijski koeficient [l/mol•cm], c molarna koncentracija 
[mol/l] in l dolžina optične poti [cm]. 
3.2.2 Analiza tarčnih molekul in specifičnosti vezave glikanov  
3.2.2.1 Biotinilacija 
Biotinilacija je proces označevanja proteina z biotinom. Z biotinom označen KKP smo 
potrebovali za analizo specifičnosti lektina KKP za vezavo glikanov. Označevanje z 
biotinom se uporablja predvsem zaradi njegove močne povezave s streptavidinom (Kay in 
sod., 2009). 2 mg biotina (EZ-LINK® NHS-PEG4-Biotin-No-Weight™ Format, Thermo 
Scientific) smo raztopili v 170 μl dvakrat destilirane vode in ga dodali k proteinu. Zmes 
smo 40 min inkubirali na rotacijskem obračalniku pri sobni temperaturi. Dodali smo 10 μl 
3 M Tris-HCl (pH 8,2) in inkubirali še 5 min. Vzorec smo nato dializirali v pufru PBS.  
3.2.2.2 Detekcija z uporabo biotiniliranega lektina 
Vzorce smo najprej nanesli na poliakrilamidni gel in po končani elektroforezi proteine 
prenesli na nitrocelulozno membrano (Protran™ 0,2 μm, Amersham™). Membrano smo 
preko noči blokirali v pufru za blokiranje (LBB) z mešanjem pri 4 °C. Sledila je vezava 
biotiniliranega lektina KKP v končni koncentraciji 0,2 μg/ml, ki smo ga dodali pufru za 
blokiranje, in 2 h inkubacija z mešanjem pri sobni temperaturi. Membrano smo po končani 
inkubaciji šestkrat po 5 min spirali v pufru za blokiranje in nanjo vezali streptavidin, 
konjugiran s hrenovo peroksidazo v končni koncentraciji 0,12 μg/ml (ImmunoPure®, 
Thermo Scientific). Sledila je ponovna inkubacija pri sobni temperaturi (1,3 h). Membrano 
smo nato spirali s pufrom za blokiranje petkrat po 5 min in enkrat po 5 min s pufrom za 
blokiranje, ki ni vseboval Tween-a. Za detekcijo lektina smo uporabili napravo Chemidoc 
MP Imagining system (Biorad) in substrat Lumi – Light 
PLUS
 (Roche). 
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Slika 1:  Shematski prikaz detekcije proteinov, vezanih na lektin KKP. Legenda: HRP, hrenova peroksidaza; 
KKP, kokaprin. 
3.2.2.3 N- in O-deglikozilacija 
Deglikozilacija je proces, s katerim smo izbranim proteinom (fetuin, mucin, 
Rhizopuspepsin in ficin) odstranili N- in O-glikane. Posameznemu proteinu (10 μg) smo 
dodali 1 μl 10 x pufra za denaturacijo (New England Biolabs) in dH2O do končnega 
volumna 10 μl. Mešanico smo inkubirali 10 min pri 100 °C in jo nato razdelili na polovico. 
Eni polovici smo dodali 2 μl 10 x rekcijskega pufra, 2 μl 10 % NP-40, 3 μl N-glikozidaze F 
(New England Biolabs) in dH2O do končnega volumna 20 μl. Drugi polovici mešanice 
smo dodali samo 2 μl 10 x rekcijskega pufra, 2 μl 10 % NP-40 in dH2O. Pri O-
deglikozilaciji smo dodali 4 μl O-glikozidaze in 2 μl nevraminidaze (New England 
Biolabs). Sledila je inkubacija 4 h pri 37 °C.  Vzorcem smo nato dodali 20 μl nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE z dodanim DTT, sledila je analiza z NaDS-PAGE, prenos proteinov 
na nitrocelulozno membrano in detekcija z uporabo biotiniliranega lektina. 
3.2.2.4 Ekstrakcija zunajceličnih proteinov bakterij Lb. plantarum B  
Za izolacijo zunajceličnih proteinov smo uporabili postopek, objavljen v članku Tionga in 
sodelavcev (2016). Sev Lb. plantarum B smo nacepili na trdno gojišče MRSA in  plošče 
inkubirali pri 37 °C preko noči. Celice smo nato postrgali iz ene petrijevke in jih 
resuspendirali v 2 ml pufra PBS. Izmerili smo OD600 in celice centrifugirali pri 10000 x g 4 
min. Sledilo je ponovno resuspendiranje peleta v PBS in ponovno centrifugiranje. Pelet 
smo nato resuspendirali v 1 ml pufra PBS, ki smo mu dodali 5 mM EDTA in inkubirali na 
stresalniku 1 h v hladni sobi. Po inkubaciji smo suspenzijo centrifugirali (3000 x g, 5 min) 
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in pelet trikrat spirali z 1 ml pufra PBS, ga resuspendirali v 100 μl 8 M sečnine ter 
inkubirali 30 min na stresalniku pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo suspenziji dodali 
250 μl PBS in centrifugirali (3000 x g, 5 min). Pelet smo zavrgli, supernatant pa 
prefiltrirali skozi 0,2 μm filter (Whatman). Zunajcelične proteine smo nato precipitirali z 
dodatkom ledeno mrzlega acetona (1200 ml) in inkubacijo na -20 °C 1 h. Proteine smo 
zbrali s centrifugiranjem 10 min na 15000 x g in pelet resuspendirali v 55 μl nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE z dodanim DTT ter analizirali. 
3.2.2.5 Izolacija proteinov iz celične stene bakterij Lb. plantarum B 
Proteine iz celične stene bakterij Lb. plantarum B smo izolirali po 4 različnih postopkih. 
Pri vseh smo celice najprej 48 h gojili na trdnem gojišču MRSA, jih nato postrgali s 
površine petrijevke in resuspendirali v 2 ml pufra PBS ter izmerili OD600. Za vsak 
postopek smo uporabili eno petrijevko. 
 
Izolacija po protokolu Walter in sod. (1999) 
Celice, resuspendirane v pufru PBS, smo centrifugirali 5 min pri 14000 x g. Pelet smo 
resuspendirali v 1 ml PBS in dodali 1 ml 8 % NaDS, tako da je bila končna koncentracija 4 
% NaDS. Mešanico smo inkubirali 10 min pri 100 °C. Sledilo je mešanje z magnetnim 
mešalom preko noči na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorec ponovno skuhali in 
centrifugirali (20000 x g, 20 min). Pelet smo trikrat spirali z 1 ml pufra PBS z dodanim 10 
% 2-propanolom. Da smo odstranili NaDS smo pelet trikrat spirali  samo s pufrom PBS. 
Vzorec smo nato tretirali s pufrom TE, ki smo mu dodali 5 mg/ml lizocima in jih inkubirali 
preko noči pri 37 °C.  Po inkubaciji smo suspenzijo centrifugirali 15 min pri 15000 x g in 
15 μl supernatanta shranili za analizo z NaDS-PAGE (dodali smo 15 μl nanašalnega pufra 
za NaDS-PAGE z dodanim DTT), preostanek supernatanta pa smo shranili za izolacijo z 
afinitetno kromatografijo na sefarozi. 
 
Izolacija po protokolu Yu in sod. (2012) 
Celice, resuspendirane v 2 ml pufra PBS, smo centrifugirali 15 min pri 7000 x g in jih nato 
še dvakrat sprali z 1 ml pufra PBS. Pelet smo resuspendirali v 1 ml PBS in 1 ml 8 % 
NaDS, tako da je bila končna koncentracija 4 % NaDS ter inkubirali 10 min pri 100 °C. 
Sledilo je centrifugiranje 15 min pri 20000 x g, resuspendiranje peleta v 4 % NaDS in 
kuhanje 10 min pri 100 °C. Tako smo razgradili membrano in omogočili sprostitev 
citoplazemskih in membranskih proteinov v raztopino. Mešanico smo preko noči mešali na 
magnetnem mešalu na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo mešanico ponovno segrevali 
10 min pri 100 °C in s centrifugiranjem zbrali netopne proteine celične stene. Pelet smo 
trikrat spirali z 1 ml pufra TE z dodanim 10 % 2-propanolom, da smo odstranili NaDS, 
enkrat z 1 ml pufra TE, ki je vseboval 1 M NaCl, da smo odstranili sproščene proteine, ki 
so se pritrdili na celično steno preko ionskih interakcij in trikrat z 1 ml pufra TE. Vsa 
spiranja so potekala s centrifugiranjem 10 min pri 15000 x g. Da smo sprostili proteine 
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celične stene smo pelet resuspendirali v pufru TE z dodanim 1 mM PMSF in 20 μg/ml 
mutanolizina ter inkubirali 4 h pri 37 °C. Netopne proteine smo odstranili s 
centrifugiranjem (20000 x g, 15 min, 4 °C) in 15 μl supernatanta shranili za analizo z 
NaDS-PAGE (dodali smo 15 μl nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z dodanim DTT), 
preostanek supernatanta pa smo shranili za izolacijo z afinitetno kromatografijo na 
sefarozi. 
 
Izolacija po protokolu  Cole in sod. (2008) 
Celice, resuspendirane v pufru PBS, smo centrifugirali 15 min pri 14000 x g in pelet 
inkubirali na ledu 5 min. Sledilo je resuspendiranje peleta v 1 ml pufra TE z dodanim 1 
mM PMSF. Suspenzijo smo centrifugirali 15 min pri 7560 x g in pelet resuspendirali v 1 
ml pufra TE, ki je vseboval 20 μg ledeno mrzlega mutanolizina. Mešanico smo inkubirali 2 
h pri 37 °C s stresanjem pri 200 obratih na minuto. Po centrifugiranju (14000 x g, 5 min) 
smo shranili 15 μl supernatanta za analizo z NaDS-PAGE (dodali smo 15 μl nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE z dodanim DTT), preostanek supernatanta pa smo shranili za 
izolacijo z afinitetno kromatografijo na sefarozi. 
 
Priprava bakterijskih delcev GEM  
Celice, resuspendirane v pufru PBS, smo centrifugirali 5 min pri 14000 x g. Nato smo jih 
spirali z 1 ml dH20 in peletu dodali 1 ml 0,1 M HCl (pH 1). Suspenzijo smo inkubirali 30 
min pri 100 °C in trikrat spirali z 1 ml pufra PBS. Pelet smo raztopili v 55 μl nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE z dodanim DTT in shranili za analizo z NaDS-PAGE in za izolacijo 
z afinitetno kromatografijo na sefarozi (Roosmalen in sod., 2006). 
3.2.2.6 Afinitetna kromatografija na sefarozi 
Afinitetno kromatografijo na sefarozi smo uporabili za ugotavljanje, na katere proteine 
celične stene bakterije Lb. plantarum B se veže lektin KKP. Za identifikacijo le-teh pa smo 
uporabili masno spektrometrijo.  
 
Za pripravo nosilca z vezanim lektinom KKP smo sefarozo (CNBr-activated sepharose™ 
4B) najprej spirali z 1 mM HCl (300 ml) s pomočjo filtrirne erlenmajerice, da smo 
odstranili aditive. Sefarozi smo nato dodali 5 ml pufra, ki je vseboval 1 M NaHCO3 in 
NaCl, in lektin KKP (23 ml, 1,69 mg/ml). S pH indikatorjem smo preverili vrednost pH, ki 
je morala biti nad pH 8. Mešanico smo preko noči inkubirali na mešalu v hladni sobi (4 
°C) in tako omogočili vezavo proteina s sefarozo. Zmes sefaroze, pufra in vzorca smo 
prenesli v filtrirno erlenmajerico in spirali s 50 ml vezavnega pufra. Dodali smo 0,1 M 
Tris-HCl (pH 8), da se je sefaroza namočila in inkubirali 2 h na sobni temperaturi. Sledilo 
je dvakratno spiranje s 50 ml 0,1 M Na-acetatom (pH 4) in 50 ml 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl 
(pH 8). Sefarozo smo nato shranili v vezavnem pufru.  
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Za analizo vezavnih proteinov lektina KKP v celični steni bakterij Lb. plantarum B smo 
uporabili kolone Mobicol "Classic" (Mo Bi Tec), v katere smo odpipetirali 300 μl sefaroze 
z imobiliziranim lektinom KKP. Kolone smo prenesli v 2 ml centrifugirke z odrezanim 
pokrovom in centrifugirali 30 s pri 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5424R). Vzorec smo 
spirali s 4 ml pufra PBS in nanesli izolirane proteine celične stene (100 μl), ki smo jih 
pripravili po različnih protokolih. Vezava je potekala v hladni sobi na mešalu 2 h. Sledilo 
je centrifugiranje (30 s, 3000 rpm) in ponovno spiranje nespecifičnih in nevezanih snovi s 
pufrom PBS. Vezane proteine smo eluirali z dodatkom nanašalnega pufra za NaDS-PAGE 
z DTT (200 μl). Po 10 min inkubaciji pri 100 °C smo vzorec kratko centrifugirali in 
shranili supernatant za analizo z NaDS-PAGE. Poliakrilamidni gel smo pobarvali z 
barvilom Coomassie Brilliant Blue in izrezali posamezne lise različnih velikosti za analizo 
z masno spektrometrijo. 
3.2.2.7 Pretočna citometrija 
Vezavo lektina KKP na celično steno bakterijskga seva Lb. plantarum B smo preverili s 
pomočjo pretočnega citometra (FACSCalibur, Becton in Dickinson). Celice smo postrgali 
s trdnega gojišča MRSA in jih resuspendirali v 1 ml pufra PBS. Izmerili smo optično 
gostoto pri valovni dolžini 600 nm (OD600 = 3,6) in 10 μl resuspendiranih celic dodali k 
500 μl pufra TBS, ki smo ga predhodno prefiltrirali skozi 0,22 μm filter (Millex® GV, 
Merck Millipore). Sledilo je centrifugiranje 5 min, 5000 x g, 4 °C. Pelet smo resuspendirali 
v 500 μl pufra TBS in dodali lektin KKP (končna koncentracija 31 μg/ml) ali biotiniliran 
lektin KKP (končna koncentracija 31 μg/ml). Sledila je inkubacija na stresalniku 2 h pri 
sobni temperaturi in 500 rpm. Nato smo vzorec ponovno centrifugirali (5 min, 5000 x g, 4 
°C) in trikrat spirali z 200 μl pufra TBS z dodanim 0,1 % Tween 20. Pelet smo 
resuspendirali v 500 μl pufra TBS z dodanim streptavidinom, označenim s flourescentnim 
barvilom Atto 488 (Sigma-Aldrich) v redčitvi 1: 2000 in 1: 10000. Sledila je ponovna 
inkubacija 2 h na stresalniku in spiranje kot je opisano zgoraj. Pelet smo resuspendirali v 
500 μl pufra TBS in suspenzijo odpipetirali v steklene epruvete (Falcon®). Vzorce smo 
analizirali na pretočnem citometru z ekscitacijo pri 480 nm in emisijo pri 530 nm. Vse smo 
delali v treh neodvisnih ponovitvah. Kot negativno kontrolo smo uporabili pufer PBS in 
nebiotiniliran lektin KKP. 
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Slika 2: Shematski prikaz vezave biotiniliranega lektina KKP na proteine celične stene bakterij Lb. 
plantarum B in detekcija s flourescentno označenim streptavidinom. 
3.2.3 Vpliv lektina KKP na rast in adhezijo bakterij 
3.2.3.1 Delovni organizmi, njihovi rastni pogoji in priprava inokuluma  
Vpliv lektina KKP smo preverili pri 14 izbranih mikroorganizmih. Za rast bakterij L. 
innocua, L. monocyogenes, S. infantis, E. coli in B. coagulans smo uporabili tekoče gojišče 
TSB, za bakterije Lb. fermentum A, Lb. fermentum B, Lb. fermentum C, Lb. fermentum D, 
Lb. plantarum A, Lb. plantarum B in Lb. plantarum S1 tekoče gojišče MRSB, za bakterije 
C. jejuni tekoče gojišče MHB in za kvasovke Sa. boulardii tekoče gojišče YPD.  
Posamezne mikroorganizme smo gojili pri ustrezni temperaturi in atmosferi (Preglednica 
6). Rast smo spremljali 20 h oziroma 40 h, pri bakterijah C. jejuni pa 26 h. 
Preglednica 6: Temperatura in atmosfera gojenja ter čas spremljanja rasti posameznih mikroorganizmov. 
Mikroorganizem Temperatura Atmosfera Čas spremljanja rasti 
L. innocua 37 °C aerobno 20 h 
L. monocyogenes 37 °C aerobno 20 h 
S. infantis 37 °C aerobno 20 h 
E. coli 37 °C aerobno 20 h 
B. coagulans 37 °C aerobno 20 h 
Lb. fermentum A 37 °C aerobno 20 h 
Lb. fermentum B 37 °C aerobno 20 h 
Lb. fermentum C 37 °C aerobno 20 h 
Lb. fermentum D 37 °C aerobno 20 h 
Lb. plantarum A 37 °C aerobno 40 h 
Lb. plantarum B 37 °C aerobno 40 h 
Lb. plantarum S1 37 °C aerobno 40 h 
C. jejuni 42 °C mkroaerofilno 26 h 
Sa. boulardii 30 °C aerobno 40 h 
 
Mikroorganizme smo naprej revitalizirali na trdnem gojišču, nato smo pripravili inokulum 
v ustreznem gojišču tako, da je bil OD600 približno 0,1 in koncentracija celic 10
4
 CFU/ml. 
Na mikrotitrsko ploščico smo nanesli 200 μl inokuluma in dodali lektin KKP v dveh 
različnih koncentracijah (250 μg/ml in 31 μg/ml). V posamezne luknjice (Preglednica 7) 
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smo dodali še splošni zaviralec cisteinskih proteaz E64 v končni koncentraciji 33 μM in 
splošni zaviralec aspartatnih proteaz pepstatin A v delovni koncentraciji 6 μM. Poleg 
vpliva samih zaviralcev smo preverili tudi vpliv DMSO-ja (0,33 μM), v katerem sta 
raztopljena zaviralca. Za negativno kontrolo smo uporabili samo gojišče, pozitivno pa 
gojišče z inokulumom. Vse smo izvajali v treh ponovitvah. Rast smo spremljali z 
merjenjem optične gostote pri  600 nm na vsakih 20 min (Preglednica 6) s pomočjo 
spektrofotometra Variskoan Lux. 
Preglednica 7: Shema mikrotitrske ploščice – primer za E.coli.  
 1 2 3 4 5 6 
A NK NK NK EC+KKP*+E
64+P 
EC+KKP*+E64+
P 
EC+KKP*+E64+
P 
B EC EC EC EC+KKP+E6
4+P 
EC+KKP+E64+P EC+KKP+E64+P 
C EC+KKP* EC+KKP* EC+KKP* EC+DMSO EC+DMSO EC+DMSO 
D EC+KKP EC+KKP EC+KKP E+-P EC+P EC+P 
E EC+KKP*+E64 EC+KKP*+E64 EC+KKP*+E64 EC+E64 EC+E64 EC+E64 
F EC+KKP+E64 EC+KKP+E64 EC+KKP+E64 EC+E64+P EC+E64+P EC+E64+P 
G EC+KKP*+P EC+KKP*+P EC+KKP*+P    
H EC+KKP+P EC+KKP+P EC+KKP+P    
LEGENDA: NK: negativna kontrola; EC: E coli; KKP*: kokaprin v koncentraciji 250 μg/ml; KKP: kokaprin 
v koncentraciji 31 μg/ml; E64: zaviralec, P: zaviralec pepstatin A,  DMSO v koncentraciji 0,33 μg/ml 
3.2.3.2 Določanje adhezije 
Po  končanem  merjenju rasti smo iz mikrotitrske ploščice odstranili tekočino in jo trikrat 
sprali z 200 μl fiziološke raztopine (za C. jejuni smo uporabili pufer PBS). Tako smo 
odstranili nepritrjene celice. Nato smo v vsako luknjico dodali 100 μl fiziološke raztopine 
(oz. pufra PBS) in ploščico postavili v ultrazvočno kopel za 5 min. Celice, ki so se pritrdile 
na površino, smo tako ločili, naredili redčitveno vrsto do 10
8 
CFU/ml ( oz. do 10
9 
CFU/ml 
pri S. infantis) in  nacepili na ustrezno trdno gojišče. Po ustrezni časovni inkubaciji za vsak 
organizem (Preglednica 6) smo celice prešteli. 
3.2.3.3 Statistična obdelava 
S pomočjo programa R – Growthcurver (verzija 3.5.0) smo pridobili podatke o kapaciteti 
rasti, hitrosti rasti in podvojevalnem času. Te parametre smo nato vstavili v program IBM 
SPSS Statistics 20. Poslužili smo se statističnih testov ANOVA in Tukey HSD. Primerjali 
smo vpliv lektina KKP (31 ug/ml in 250 ug/ml), zaviralca cisteinskih proteaz E64, 
zaviralca aspartatnih proteaz pepstatina A, lektina KKP v kombinaciji z zaviralcema 
posamezno ali skupaj glede na kontrolo (bakterije brez dodatkov). Poleg tega smo 
pimerjali tudi vpliv lektina KKP skupaj z enim ali obema zaviralcema glede na vpliv KKP 
samega in glede na vpliv posameznih inhibitorjev brez prisotnosti lektina KKP. Kot 
statistično značilne smo izbrali p vrednosti manjše od 0,05. Grafe smo oblikovali s 
pomočjo programa Microsoft Excel 2010 in GraphPad Prism (verzija 7.03). 
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4 REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE REKOMBINANTNEGA LEKTINA KKP 
Uspešnost izražanja lektina KKP v ekspresijskem sistemu bakterij E. coli smo preverili z 
analizo NaDS-PAGE. Na poliakrilamidni gel smo nanesli več vzorcev, pridobljenih tekom 
izražanja in izolacije lektina (Slika 3). Lektin KKP je bil prisoten v dveh lisah, in sicer pri 
velikostih 20 kDa in 16 kDa. Vzorec, v katerem je bil prisoten lektin KKP po raztapljanju 
inkluzijskih telesc v 8 M sečnini in pufru TET (stolpec 5), smo izbrali za čiščenje z gelsko 
kromatografijo. Vzorca s topnim proteinom v pufru TET (1 in 3) smo čistili z ionsko-
izmenjevalno kromatografijo. 
 
Slika 3: Analiza posameznih vzorcev po izolaciji in izražanju rekombinantnega lektina KKP v ekspresijskem 
sistemu E. coli z NaDS-PAGE. Analizirali smo sedem različnih vzorcev: I, bakterijski lizat pred indukcijo; 
II, bakterijski lizat po indukciji; 1, topen bakterijski lizat - raztopljen v pufru TET; 2, netopen vzorec, 
resuspendiran v pufru TET; 3, vzorec, topen v pufru TET; 4, oborina, resuspendirana v 8 M sečnini in pufru 
TET; 5, vzorec, raztopljen v 8 M sečnini in pufru TET; OV, označevalec velikosti; puščici označujeta lisi, ki 
predstavljata lektin KKP.   
 
Vzorec, izbran za čiščenje z gelsko kromatografijo, smo razdelili na dva dela in ju 
zaporedno čistili z gelsko kromatografijo. Posameznim frakcijam, ki smo jih zbirali na 
vsakih 30 min, smo izmerili absorbanco pri 280 nm. Na podlagi absorbanc (Slika 4) smo 
izbrali frakcije, v katerih smo pričakovali največ lektina KKP. Prisotnost lektina KKP smo 
preverili z analizo NaDS-PAGE (Slika 5). 
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Slika 4: Absorbance (280 nm) posameznih frakcij, zbranih po gelski kromatografiji. Obkrožene so tiste 
frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE. 
 
 
Slika 5: Analiza prisotnosti lektina KKP  v izbranih frakcijah po gelski kromatografiji z NaDS-PAGE. 
Poliakrilamdini gel je pobarvan z barvilom Coomassie Brilliant Blue. S puščico je označen pričakovan 
položaj lektina KKP, glede na njegovo velikost. OV, označevalec velikosti; 1, vzorec pred čiščenjem z 
gelsko kormatografijo; stolpci f23, f26, f29, f32, f35, f46, f49 in f67 označujejo analizirane frakcije po gelski 
kromatografiji. 
 
Največ lektina KKP je bilo prisotnega v frakciji številka 35, zato smo združili frakcije 
drugega vrha 32 – 40 in jih skoncentrirali z ultrafiltracijo.  
 
Vzorca, topna v pufru TET (1 in 3), ki smo ju izbrali za čiščenje z ionsko – izmenjevalno 
kromatografijo, smo združili ter dializirali v primeren pufer in čistili z ionsko - 
izmenjevalno kromatografijo. Frakcijam smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 280 
nm (Slika 6). Dobili smo tri vrhove, iz katerih smo izbrali frakcije za analizo z NaDS-
PAGE (Slika 7). Ugotovili smo, da je največ lektina KKP prisotnega v frakcijah med 
številkama 149 in 166, ki predstavljajo tretji vrh in elucijo z najvišjo koncentracijo NaCl 
(0,5 do 1 M). Te frakcije smo združili in protein skoncentrirali z ultrafiltracijo.  
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Slika 6: Absorbance (280 nm) posameznih frakcij, zbranih po ionsko – izmenjevalni kromatografiji in prikaz 
spiranja kolone z različnimi koncentracijami NaCl. Z rdečo barvo so označene tiste frakcije, ki smo jih 
analizirali z NaDS-PAGE.  
 
 
 
Slika 7: Analiza prisotnosti lektina KKP v izbranih frakcijah po ionsko - izmenjevalni kromatografiji z 
NaDS-PAGE. Poliakrilamdini gel je pobarvan z barvilom Coomassie Brilliant Blue. S puščico so označene 
lise, ki predstavljajo lektin KKP. OV, označevalec velikosti; 1, vzorec pred čiščenjem z ionsko - 
izmenjevalno kromatografijo; stolpci f12, f19, f122, f130. F139, f152, f162 in f174 označujejo frakcije 
analizirane po ionsko - izmenjevalni kromatografiji. 
 
Protein KKP, očiščen tako z gelsko, kot z ionsko – izmenjevalno kromatografijo, smo nato 
čistili še z afinitetno kromatografijo z imobiliziranim kovinskim ionom. Zbrane frakcije 
smo nanesli na poliakrilamidni gel in z NaDS-PAGE potrdili prisotnost lektina KKP (Slika 
8 in 9). Frakcije številka 2 – 10 smo združili in protein skoncentrirali z ultrafiltracijo. 
Izkoristek čiščenja je znašal 32, 3 mg/l. 
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Slika 8: Analiza dobljenih frakcij po ionsko – izmenjevalni  kromatografiji in  afinitetni kromatografiji z 
imobiliziranim kovinskim ionom z NaDS-PAGE. Poliakrilamidni gel je 15 % in pobarvan z barvilom 
Coomassie Brilliant Blue. Puščici prikazujeta lise, v katerih je prisoten lektin KKP. OV, označevalec 
velikosti; 1, vzorec po ionsko – izmenjevalni kromatografiji pred čiščenjem z afinitetno kromatografijo; 2, 
vzorec, ki se ni vezal na nosilec za afinitetno kromatografijo po prvem spiranju; 3, vzorec, ki se ni vezal na 
nosilec za afinitetno kromatografijo po četrtem spiranju; stolpci f1, f2, f3, f4, f5 in f7 označujejo frakcije 
izpiranja pri afnitetni kromatografiji. 
 
 
 
 
Slika 9: Analiza dobljenih frakcij po gelski kromatografiji in afinitetni kromatografiji z imobiliziranim 
kovinskim ionom z NaDS-PAGE. Poliakrilamidni gel je pobarvan z barvilom Coomassie Brilliant Blue. 
Puščica prikazuje lise, v katerih je prisoten lektin KKP. OV, označevalec velikosti; 1, vzorec po gelski 
kromatografiji pred čiščenjem z afinitetno kromatografijo; 2, vzorec, ki se ni vezal na nosilec za afinitetno 
kromatografijo po prvem spiranju; 3, vzorec, ki se ni vezal na nosilec za afinitetno kromatografijo po četrtem 
spiranju; stolpci f1, f2, f3, f4, f5 in f5 označujejo frakcije izpiranja po afinitetni kromatografiji. 
4.2 Preverjanje zaviralne aktivnosti lektina KKP za proteazo papain  
Po uspešni izolaciji in čiščenju lektina KKP smo preverili še njegovo zaviralno aktivnost 
za encim papain, ki je cisteinska proteaza. S tem smo želeli potrditi, da je rekombinantni 
protein pravilno zvit in aktiven. Preverili smo delovanje izoliranega lektina KKP po gelski 
in po ionsko - izmenjevalni kromatografiji (Slika 10). Za kontrolo smo uporabili inhibitor 
cisteinskih proteaz makrocipin 1 (Mcp1) in inhibitor 99 z znano zaviralno aktivnostjo. Z 
naraščujočo količino lektina KKP se odstotek zaviralne aktivnosti povečuje, kar pomeni da 
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je lektin KKP pravilno zvit in aktiven protein, ki učinkovito zavre delovanje papaina. Po 
čiščenju z ionsko - izmenjevalno kromatografijo smo dobili manjšo koncentracijo lektina 
KKP (0,18 mg/ml) kot pri gelski kromatografiji (0,68 mg/ml), zato je bil tudi učinek 
zaviranja proteaz slabši. 
 
Slika 10: Zaviralna aktivnost lektina KKP, izoliranega po gelski in ionsko - izmenjevalni kromatografiji. Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili znana zaviralca proteaz Mcp1 in 99.  
4.3 SPECIFIČNOST VEZAVE GLIKANOV PREKO DETEKCIJE Z UPORABO 
BIOTINILIRANEGA LEKTINA KKP 
4.3.1 N- in O-deglikozilacija 
Z metodo N- in O-deglikozilacije smo želeli potrditi, da se lektin KKP specifično veže na 
glikane in ugotoviti ali gre za N-glikane ali O-glikane. Za ta namen smo uporabili encima 
N-glikozidazo F in O-glikozidazo v kombinaciji z nevraminidazo. Uspešnost 
deglikozilacije posameznih proteinov smo preverili z metodo NaDS-PAGE. Deglikoziliran 
protein na poliakrilamidnem gelu potuje dlje, saj se njegova navidezna velikost pri analizi 
z NaDS-PAGE z odcepitvijo glikanov zmanjša. Fetuin je N- in O-glikoziliran protein, 
velik približno 40 kDa. Tako N- kot O-deglikozilacija sta bili uspešni, saj opazimo premik 
lise na gelu (Slika 11 in 12). Mucin je protein, velik približno 90 kDa in močno O–
glikoziliran, zato pri N-deglikozilaciji ni premika lise (Slika 11). Pri O-deglikozilaciji prav 
tako ne opazimo premika lise (Slika 12), kar pomeni, da deglikozilacija ni bila uspešna. 
Rhizopuspepsin (34 kDa) naj bi vseboval samo O-glikane, zato pri N-deglikozilaciji nismo 
pričakovali premika lise (Slika 11), pri O-deglikozilaciji pa prav tako ni premika, kar 
pomeni, da reakcija ni uspešno potekla (Slika 12). Ficin (23 kDa) ni glikoziliran protein, 
zato ni premika lise pri N- kot tudi O-deglikozilaciji (Slika 11 in 12). Med reakcijo in 
inkubacijo pri 37 °C je prišlo do delne razgradnje ficina, zato liso najdemo pri približno 10 
kDa. 
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Slika 11:  Analiza glikoziliranih in N-deglikoziliranih proteinov z NaDS-PAGE. Poliakrilamidni gel je 12 % 
in pobarvan s srebrom. S puščicami so označeni posamezni proteini, ki so glikozilirani oz. deglikozilirani. 
OV, označevalec velikosti; + in – nad stolpci označujejo reakcijo z dodano deglikozidazo (+) in kontrolno 
reakcijo (-). 
 
 
Slika 12: Analiza glikoziliranih in O-deglikoziliranih proteinov z NaDS-PAGE. Poliakrilamidni gel je 12 % 
in pobarvan s srebrom. S puščicami so označeni posamezni proteini, ki so glikozilirani oz. deglikozilirani. 
OV, označevalec velikosti; + in – nad stolpci označujejo reakcijo z dodano deglikozidazo (+) in kontrolno 
reakcijo (-). 
Glikozilirane in deglikozilirane proteine smo prenesli tudi na membrano in jo inkubirali v 
raztopini z biotiniliranim lektinom KKP. Za detekcijo glikanov, na katere se je vezal lektin 
KKP, smo uporabili streptavidin, konjugiran s hrenovo peroksidazo in napravo ChemiDoc.  
 
Ugotovili smo, da se je lektin KKP vezal na N- in O-glikoziliran in N- in O-deglikoziliran 
fetuin, rahlo liso opazimo tudi pri N- in O-deglikoziliranem mucinu. Lektin KKP se je 
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vezal tudi na N-glikozilirano nečistočo pri Rhizopuspepsinu. Prav tako se je lektin KKP 
nespecifično vezal na N–glikozidazo F, O–glikozidazo in nevraminidazo, medtem ko se na 
ficin ni vezal (Slika 13 in 14). 
 
 
 
Slika 13: Analiza specifičnosti vezave lektina KKP na N-glikane preko detekcije z uporabo biotiniliranega 
lektina KKP. Z rdečo je obarvana N-glikozidaza F, na katero se je vezal lektin KKP. OV, označevalec 
velikosti; + in – nad stolpci označujejo reakcijo z dodano deglikozidazo (+) in kontrolno reakcijo (-). 
 
        
 
Slika 14: Analiza specifičnosti vezave lektina KKP na O-glikane preko detekcije z uporabo biotiniliranega 
lektina KKP. S puščicama sta označeni O–glikozidaza in nevraminidaza. OV, označevalec velikosti; + in – 
nad stolpci označujejo reakcijo z dodano deglikozidazo (+) in kontrolno reakcijo (-). 
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4.4 VPLIV LEKTINA KKP NA RAST IN ADHEZIJO IZBRANIH PATOGENIH IN 
PROBIOTIČNIH MIKROORGANIZMOV 
Vpliv lektina KKP na rast in adhezijo izbranih mikroorganizmov smo preverili pri 14 
izbranih mikroorganizmih. Poskusi so potekali v mikrotitrski ploščici iz polistirena. V 
ustrezna gojišča smo inokulirali posamezne mikroorganizme tako, da je bila optična 
gostota pri 600 nm 0,1. Mikroorganizmom smo dodali lektin KKP (v koncentraciji 31 
μg/ml oziroma 250 μg/ml in kot kontrole uporabili splošni zaviralec cisteinskih proteaz 
E64 in splošni zaviralec aspartatnih proteaz pepstatin A posamično in v kombinaciji. 
Testirali smo delovanje samega lektina KKP, samih zaviralcev in lektina KKP v 
kombinaciji z enim ali obema zaviralcema. Spremljali smo kapaciteto rasti oz. največjo 
možno velikost mikrobne populacije v določenem okolju, hitrost rasti in podvojevalni čas. 
Adhezijo na polistiren smo preverili tako, da smo pritrjene celice po 24 h oz. 48 h ločili od 
podlage z ultrazvočnim valovanjem. Koncentracijo smo določili tako, da smo suspenzijo 
celic v ustreznih redčitvah nanesli na trdno gojišče in prešteli posamezne kolonije. Kot 
rezultat smo podali povprečno vrednost koncentracije v treh ponovitvah skupaj s 
standardnim odklonom.  
 
Primerjali smo vpliv lektina KKP glede na kontrolo (gojišče z inokulumom), večjo 
koncentracijo lektina KKP v primerjavi z manjšo, vpliv zaviralcev v primerjavi s kontrolo, 
vpliv lektina KKP v primerjavi z vplivom samih zaviralcev in vpliv lektina KKP skupaj z 
zaviralci v primerjavi s kontrolo. P vrednosti manjše od 0,05 smo upoštevali kot statistično 
značilne.  
4.4.1 Vpliv lektina KKP na rast in adhezijo patogenih bakterij 
V študijo smo vključili patogene bakterijske vrste Salmonella infantis, Listeria innocua, 
Campylobacter jejuni, Escherichia coli in Listeria monocytogenes. Izbrali smo patogene 
bakterije, za katere je značilna adhezija oz. tvorjenje biofilmov in posledično večja 
odpornost proti antibiotikom in ostalim protimikrobnim snovem. Izbrali smo po Gramu 
negativne in po Gramu pozitivne organizme in jih primerjali med seboj. Primerjali smo 
tudi predstavnice različnih vrst bakterij znotraj istega rodu (Listeria spp.). 
4.4.1.1 Salmonella infantis 
Lektin KKP pri koncentraciji 250 μg/ml zmanjša kapaciteto rasti bakterij S. infantis v 
primerjavi s kontrolo (bakterije S. infantis brez dodatkov), medtem ko ne vpliva na hitrost 
rasti in podvojevalni čas (Slika 15A). Lektin KKP pri nižji koncentraciji (31 μg/ml) (Slika 
15B) kot tudi sama zaviralca proteaz in DMSO ne vplivajo na kapaciteto rasti, hitrost rasti 
in na podvojevalni čas bakterij S. infantis (Priloga A1). Če lektinu KKP (250 μg/ml) 
dodamo zaviralca proteaz pepstatin A, E64 ali mešanico obeh, se v primerjavi s kontrolo 
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zmanjšata kapaciteta rasti in podvojevalni čas ter poveča hitrost rasti. Lektin KKP pri nižji 
koncentraciji skupaj s pepstatinom A in mešanico obeh zaviralcev statistično značilno 
vpliva le na kapaciteto rasti, in sicer jo zmanjša v primerjavi s kontrolo. Lektin KKP (250 
μg/ml) z dodanima zaviralcema E64 ali pepstatinom A posamezno ali v kombinaciji ne 
vpliva na kapaciteto rasti v primerjavi s samim lektinom KKP (Slika 15A). Bakterije S. 
infantis ob dodatku lektina KKP v obeh koncentracijah skupaj z E64 in pepstatinom A 
posamično ali v kombinaciji vstopijo v stacionarno fazo rasti pri večji gostoti bakterij v 
primerjavi s kontrolo (Slika 15A in 15B). Prav tako bakterije S. infantis vstopijo v 
stacionarno fazo rasti pri večji gostoti ob dodatku DMSO in obeh zaviralcev proteaz 
posamično ali v kombinaciji (Priloga A1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 15: Rastne krivulje bakterij S. infantis ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 31 
μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; SI – S.infantis; KKP – 
kokaprin; P – zaviralec proteaz pepstatin A. 
 
Dodatek lektina KKP nima vpliva na adhezijo bakterijske vrste S. infantis. Če lektin KKP 
pri koncentraciji 250 µg/ml dodamo še posamezne ali mešanico zaviralcev E64 in 
pepstatina A, se adhezija zmanjša v primerjavi s kontrolo (bakterije S. infantis brez 
dodatkov). Zanimivo, učinek lektina KKP pri nižji koncentraciji (31 µg/ml) na adhezijo 
bakterij S. infantis povečajo le dodatek samega pepstatina A ali mešanica obeh zaviralcev. 
Čeprav tudi sam zaviralec proteaz E64 zmanjša adhezijo bakterij S. infantis, je njegovo 
delovanje boljše ob dodatku lektina KKP (Slika 16).  
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Slika 16: Število adheriranih bakterij S. infantis na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina KKP v 
koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so povprečne 
vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; SI – S. infantis;  DMSO – 
dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 v primerjavi  s kontrolo (SI brez dodatkov). 
4.4.1.2  Listeria innocua 
Dodatek lektina KKP samega ali v kombinaciji z zaviralcema E64 ali pepstatinom A nima 
vpliva na kapaciteto in hitrost rasti ter podvojevalni čas bakterij L. innocua (Slika 17). Prav 
tako tudi zaviralca sama ali v kombinaciji kot tudi DMSO ne vplivajo na rastno krivuljo 
bakterij L. innocua. Bakterijska vrsta L. innocua ob dodatku lektina KKP (250 μg/ml) 
vstopi v stacionarno fazo rasti pri večji gostoti (A600 = 0,700) v primerjavi s kontrolo (Slika 
17A). 
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Slika 17: Rastne krivulje bakterij L. innocua ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 31 
μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LI – L. innocua; KKP – 
kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Dodatek lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml zmanjša adhezijo bakterij L. innocua. Če 
lektinu KKP dodamo še zaviralca E64 ali pepstatin A posamezno ali v kombinaciji ne 
opazimo razlik v primerjavi s kontrolo (bakterije L. innocua brez dodatkov). DMSO in 
zaviralec pepstatin A prav tako ne vplivata na adhezijo, medtem ko zaviralec E64 zmanjša 
adhezijo v primerjavi s kontrolo (Slika 18).  
 
Slika 18:  Število adheriranih bakterij L. innocua na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina KKP v 
koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so povprečne 
vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LI – L. innocua;  DMSO – 
dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; *p<0,05 v primerjavi  s 
kontrolo (LI brez dodatkov). 
4.4.1.3 Campylobacter jejuni 
Lektin KKP sam ali ob dodatku posameznih ali kombinacije obeh zaviralcev (E64 in 
pepstatin A) nima vpliva na kapaciteto, hitrost rasti in podvojevalni čas bakterij C. jejuni. 
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Zaviralec E64 v kombinaciji s pepstatinom A zmanjša kapaciteto rasti, medtem ko DMSO 
ne vpliva na kapaciteto rasti bakterij C. jejuni (Priloga A3). Patogene bakterije C. jejuni ob 
dodatku lektina KKP in obeh zaviralcev posamično ali v kombinaciji preidejo v 
stacionarno fazo rasti pri nižji gostoti v primerjavi s kontrolo (Slika 19A in 19B). Enako 
velja tudi, če bakterijam C. jejuni dodamo oba zaviralca posamično in v kombinaciji ter 
DMSO (Priloga A3), medtem ko pri dodatku samega lektina KKP te razlike ne opazimo 
(Slika 19A in 19B). 
Slika 19: Rastne krivulje bakterij C. jejuni ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 31 
μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; CJ – C. jejuni; KKP – 
kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Sam lektin KKP pri nobeni izmed uporabljenih koncentracij ne vpliva na adhezijo bakterij 
C. jejuni. Če lektinu KKP pri koncentraciji 250 μg/ml dodamo zaviralec pepstatin A se 
zmanjša adhezija v primerjavi s kontrolo (bakterije C. jejuni brez dodatkov). Zanimivo pa 
se lektinu KKP v nižji koncentraciji (31 μg/ml) ob dodatku zaviralca E64 ali kombinacije 
obeh zaviralcev poveča učinek na zmanjšanje adhezije bakterijske vrste C. jejuni, kar je 
lahko posledica DMSO, v katerem sta zaviralca raztopljena, saj tudi sam DMSO in oba 
zaviralca posamezno ali v kombinaciji zmanjšata adhezijo bakterij C. jejuni (Slika 20).  
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Slika 20:  Število adheriranih bakterij C. jejuni na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina KKP v 
koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so povprečne 
vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; CJ – C. jejuni;  DMSO – 
dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; ***p<0,001 v primerjavi  s 
kontrolo (CJ brez dodatkov). 
4.4.1.4 Escherichia coli 
Sam lektin KKP pri nobeni izmed uporabljenih koncentracij nima vpliva na rastno krivuljo 
bakterijske vrste E. coli. Če bakterijam poleg lektina KKP dodamo še zaviralca E64 ali 
pepstatin A se kapaciteta rasti poveča v primerjavi s kontrolo (bakterije E. coli brez 
dodatkov), medtem ko se hitrost rasti (31 μg/ml) zmanjša, podvojevalni čas pa poveča (31 
μg/ml) v primerjavi s kontrolo (Slika 21), vendar je to lahko posledica delovanja DMSO, 
ki tudi sam poveča kapaciteto rasti in podvojevalni čas, zmanjša hitrost rasti v primerjavi  s 
kontrolo (Priloga A4). 
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Slika 21: Rastne krivulje bakterij E. coli ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 31 μg/ml 
(B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; EC – E. coli; KKP – kokaprin; P – 
zaviralec pepstatin A. 
 
Lektin KKP, DMSO ter zaviralca proteaz E64 in pepstatin A na adhezijo bakterij E. coli ne 
vplivajo. Če lektinu KKP dodamo pepstatin A se adhezija bakterij E. coli poveča v 
primerjavi s kontrolo, vendar je bilo to opaženo samo pri nižji koncentraciji lektina KKP 
(Slika 22).  
 
Slika 22:  Število adheriranih bakterij E. coli na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina KKP v 
koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so povprečne 
vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; EC – E. coli;  DMSO – 
dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; *p<0,05 v primerjavi  s 
kontrolo (EC brez dodatkov). 
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4.4.1.5  Listeria monocytogenes 
Sam lektin KKP (250 μg/ml) poveča hitrost rasti bakterijske vrste L. monocytogenes, 
medtem ko na adhezijo nima nobenega vpliva (Slika 23 in 24). Lektin KKP skupaj z 
dodanima zaviralcema proteaz prav tako kot sama zaviralca in DMSO ne vplivajo na 
rastno krivuljo, medtem ko le kombinacija obeh zaviralcev zmanjša adhezijo v primerjavi s 
kontrolo (bakterije L. monocytogenes brez dodatkov) (Priloga A5). 
       
 
Slika 23: Rastne krivulje bakterij L. monocytogenes ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LM – L. monocytogenes; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
            
Slika 24:  Število adheriranih bakterij L. monocytogenes na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LM – L. 
monocytogenes;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; 
***p<0,001 v primerjavi  s kontrolo (LM brez dodatkov). 
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4.4.2 Vpliv lektina KKP na rast in adhezijo probiotičnih bakterij 
Izbrali smo probiotične bakterije Bacillus coagulans, Lactobacillus plantarum A, 
Lactobacillus plantarum B, Lactobacillus plantarum S1, Lactobacillus fermentum A, 
Lactobacillus fermentum B, Lactobacillus fermentum C in Lactobacillus fermentum D ter 
kvasovke Saccharomyces boulardii. Testirali smo mikroorganizme, ki so del normalne 
črevesne mikrobiote in več sevov istega rodu, da smo jih lahko primerjali med seboj ter 
opazovali morebitne razlike.  
4.4.2.1 Bacillus coagulans 
Dodatek samega lektina KKP v nobeni izmed uporabljenih koncentracij nima vpliva na 
kapaciteto, hitrost rasti in podvojevani čas bakterij B. coagulans, medtem ko pri 
koncentraciji 250 μg/ml skupaj s posameznima ali mešanico zaviralcev E64 in pepstatina 
A poveča kapaciteto rasti in podvojevalni čas, zmanjša pa hitrost rasti v primerjavi s 
kontrolo (bakterije B. coagulans brez dodatkov) (Slika 25A). Lektin KKP (31 μg/ml) 
skupaj s pepstatinom A poveča kapaciteto in zmanjša hitrost rasti v primerjavi s kontrolo 
(Slika 25B). Sami zaviralci in DMSO ne vplivajo na rastno krivuljo bakterij B. coagulans 
(Priloga B1). Bakterije B. coagulans ob dodatku samega lektina KKP ali lektina KKP 
skupaj z zaviralcema posamično ali v kombinaciji preidejo v stacionarno fazo rasti pri 
večji gostoti v primerjavi s kontrolo pri obeh koncentracijah lektina KKP (Slika 25). 
 
Slika 25: Rastne krivulje bakterij B. coagulans ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 31 
μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; BC – B. coagulans; KKP – 
kokaprin; P – pepstatin A. 
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Dodatek samega lektina KKP pri koncentraciji 31 μg/ml zmanjša adhezijo bakterij B. 
coagulans, medtem ko pri višji koncentraciji (250 μg/ml) nima vpliva. Prav tako lektin 
KKP pri koncentraciji 31 μg/ml in dodanima obema zaviralcema zmanjša adhezijo v 
primerjavi s kontrolo (bakterije B. coagulans brez dodatkov) in v primerjavi s samim 
lektinom KKP. Adhezijo značilno zmanjšata tudi sama zaviralca posamezno in v 
kombinaciji ter DMSO. Učinek zaviralcev pa ni večji ob dodatku lektina KKP (Slika 26).   
  
 
Slika 26:  Število adheriranih bakterij B. coagulans na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP  v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; BC – B. coagulans;  
DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 v primerjavi  s kontrolo (BC brez dodatkov). 
4.4.2.2 Saccharomyces boulardii 
Sam lektin KKP pri nobeni izmed analiziranih koncentracij ne vpliva na rastno krivuljo 
kvasovke Sa. boulardii, medtem ko lektin KKP pri koncentraciji 250 μg/ml skupaj z 
obema zaviralcema poveča samo podvojevalni čas v primerjavi s kontrolo (kvasovke S. 
boulardii brez dodatkov) (Slika 27A). Sama zaviralca in DMSO prav tako nimajo vpliva 
na rastno krivuljo kvasovk Sa. boulardii (Priloga B2). Kvasovke Sa. boulardii ob dodatku 
lektina KKP skupaj s pepstatinom A in E64 (posamično ali v kombinaciji) kasneje vstopijo 
v eksponentno fazo rasti, v stacionarno fazo pa preidejo pri nižji gostoti bakterij v 
primerjavi s kontrolo (Slika 27A in 27B). 
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Slika 27: Rastne krivulje kvasovk Sa. boulardii ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 31 
μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; SB – S. boulardii; KKP – 
kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Lektin KKP v koncentraciji 31 μg/ml sam ali z dodanim zaviralcem E64 zmanjša adhezijo 
kvasovk Sa. boulardii, vendar pa ta razlika ni statistično značilna, če primerjamo učinek 
lektina KKP z dodanim zaviralcem E64 z učinkom samega lektina KKP ali z učinkom 
samega zaviralca. Prav tako sama zaviralca E64 in pepstatin A ter DMSO zmanjšajo 
adhezijo v primerjavi s kontrolo (Slika 28). 
 
 
Slika 28:  Število adheriranih kvasovk S. boulardii na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina KKP 
v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so povprečne 
vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; SB – S. boulardii;  DMSO – 
dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; ***p<0,001 v primerjavi  s 
kontrolo (SB brez dodatkov). 
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4.4.2.3 Lactobacillus plantarum A 
Sam lektin KKP v višji koncentraciji (250 μg/ml) zmanjša hitrost rasti in poveča 
podvojevalni čas bakterij Lb. plantarum A (Slika 29A), medtem ko pri nižji koncentraciji 
nima vpliva (Slika 29B). Če lektinu KKP pri večji koncentraciji dodamo še oba zaviralca 
posamezno ali v kombinaciji pride do zmanjšanja hitrosti rasti in povečanja 
podvojevalnega časa v primerjavi s kontrolo (bakterije Lb. plantarum A brez dodatkov). 
Sam zaviralec pepstatin A zmanjša kapaciteto rasti v primerjavi s kontrolo (Priloga B3). V 
primerjavi s samim lektinom KKP, lektin KKP (250 μg/ml) skupaj z obema zaviralcema 
poveča hitrost rasti in zmanjša podvojevalni čas. V primerjavi s samim zaviralcem 
pepstatinom A, lektin KKP (250 μg/ml) skupaj s pepstatinom A zmanjša hitrost rasti in 
poveča podvojevalni čas (Slika 29A). Bakterije Lb. plantarum A ob dodatku lektina KKP 
(31 μg/ml) skupaj s pepstatinom A preidejo v stacionarno fazo rasti pri nižji gostoti v 
primerjavi s kontrolo (Slika 29B). 
 
Slika 29: Rastne krivulje bakterij Lb. plantarum A ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LpA – Lb. plantarum A; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Dodatek lektina KKP v koncentraciji 31 μg/ml poveča adhezijo bakterij Lb. plantarum A, 
medtem ko višja koncentracija (250 μg/ml) samega lektina KKP nima vpliva. Do 
povečanja adhezije v primerjavi s kontrolo pride tudi, če lektinu KKP pri obeh 
koncentracijah dodamo zaviralca E64 in pepstatin A posamezno ali v kombinaciji. Med 
učinkom samega lektina KKP (31 μg/ml) in lektina KKP v kombinaciji z zaviralcema ni 
razlik. Zaviralca na adhezijo ne vplivata, DMSO pa jo zmanjša v primerjavi s kontrolo 
(Slika 30). 
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Slika 30:  Število adheriranih bakterij Lb. plantarum A  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LpA – Lb. plantarum 
A;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; ***p<0,001 v 
primerjavi  s kontrolo (LpA brez dodatkov). 
4.4.2.4 Lactobacillus plantarum B 
Lektin KKP v višji koncentraciji (250 μg/ml) zmanjša hitrost rasti in poveča podvojevalni 
čas bakterijske vrste Lb. plantarum B (Slika 31A), medtem ko pri koncentraciji 31 μg/ml 
nima vpliva na rastno krivuljo (Slika 31B). Podvojevalni čas se poveča, če lektinu KKP 
(250 μg/ml) dodamo zaviralca posamično ali v kombinaciji v primerjavi s kontrolo, ne pa 
tudi v primerjavi s samim lektinom KKP. Mešanica obeh zaviralcev zmanjša kapaciteto 
rasti v primerjavi s kontrolo, na hitrost rasti in podvojevalni čas pa ne vpliva (Priloga B4). 
Bakterije Lb. plantarum B ob dodatku obeh zaviralcev kasneje vstopijo v eksponentno fazo 
rasti, v stacionarno pa pri nižji gostoti v primerjavi s kontrolo (Priloga B4). 
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Slika 31: Rastne krivulje bakterij Lb. plantarum B ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LpB – Lb. plantarum B; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Sam lektin KKP v obeh koncentracijah poveča adhezijo bakterij Lb. plantarum B, pri 
čemer ima večja koncentracija dodanega lektina KKP boljši učinek. Če lektinu KKP 
dodamo oba zaviralca posamično ali v kombinaciji  prav tako pride do povečanja adhezije 
v primerjavi s kontrolo (bakterije Lb. plantarum B brez dodatkov). Tudi mešanica obeh 
zaviralcev in DMSO povečajo adhezijo v primerjavi s kontrolo. Lektin KKP pri obeh 
koncentracijah ob dodatku zaviralcev E64 ali pepstatina A posamezno ali v kombinaciji 
poveča adezijo v primerjavi s samim lektinom KKP pri obeh koncentracijah. Dodatek obeh 
zaviralcev lektinu KKP pri obeh koncentracijah poveča adhezijo tudi v primerjavi s 
kombinacijo obeh zaviralcev brez dodanega lektina KKP (Slika 32).  
 
 
 
Slika 32:  Število adheriranih bakterij Lb. plantarum B  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LpB – Lb. plantarum 
B;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; ***p<0,001 v 
primerjavi  s kontrolo (LpB brez dodatkov). 
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4.4.2.5 Lactobacillus plantarum S1 
Lektin KKP pri obeh analiziranih koncentracijah sam ali ob dodatku obeh zaviralcev nima 
vpliva na rastno krivuljo bakterij Lb. plantarum S1 (Slika 33). Prav tako na krivuljo ne 
vplivajo sami zaviralci in DMSO (Priloga B5). 
 
Slika 33: Rastne krivulje bakterij Lb. plantarum S1 ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LpS1 – Lb. plantarum S1; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Lektin KKP, pri obeh uporabljenih koncentracijah, sam ali v kombinaciji z zaviralcema 
E64 in pepstatinom A ali mešanico obeh poveča adhezijo bakterij Lb. plantarum S1. 
Lektin KKP (31 μg/ml) skupaj z zaviralci (pepstatinom A in mešanico obeh) prav tako 
poveča adhezijo v primerjavi s samim lektinom KKP. DMSO poveča adhezijo v primerjavi 
s kontrolo, sama zaviralca pa na adhezijo ne vplivata (Slika 34). 
 
 
Slika 34:  Število adheriranih bakterij Lb. plantarum S1  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LpS1 – Lb. plantarum 
S1;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; ***p<0,001 v 
primerjavi  s kontrolo (LpS1 brez dodatkov). 
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4.4.2.6 Lactobacillus fermentum A 
Lektin KKP v obeh koncentracijah zmanjša hitrost rasti, v večji koncentraciji pa tudi 
poveča podvojevalni čas bakterijske vrste Lb. fermentum A. Tudi skupaj z obema 
zaviralcema, lektin KKP (250 μg/ml) zmanjša hitrost rasti in poveča podvojevalni čas v 
primerjavi s kontrolo (bakterije Lb. fermentum A brez dodatkov). Vpliv lektina KKP 
skupaj z zaviralcema ni različen od vpliva samega lektina KKP (Slika 39). Zaviralca in 
DMSO na kapaciteto, hitrost rasti in podvojevalni čas ne vplivajo (Priloga B6).  
 
Slika 35: Rastne krivulje bakterij Lb. fermentum A ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LFA – Lb. fermentum A; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
Lektin KKP v manjši koncentraciji poveča adhezijo bakterij Lb. fermentum A, medtem ko 
v kombinaciji z zaviralcema na adhezijo ne vpliva. Prav tako na adhezijo ne vplivajo sama 
zaviralca in DMSO (Slika 40).  
 
Slika 36:  Število adheriranih bakterij Lb. fermentum A  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LFA – Lb. fermentum 
A;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; *p<0,05 v 
primerjavi  s kontrolo (LFA brez dodatkov). 
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4.4.2.7 Lactobacillus fermentum B 
Lektin KKP v obeh koncentracijah poveča kapaciteto rasti bakterij Lb. fermentum B, med 
koncentracijama ni razlik. Lektin KKP sam (250 μg/ml), skupaj z zaviralcem E64 ali 
pepstatinom A zmanjša hitrost rasti in poveča podvojevalni čas. Do povečanja kapacitete 
rasti pride tudi, če lektinu KKP dodamo zaviralec E64 ali pepstatin A posamezno ali v 
kombinaciji v primerjavi s kontrolo (bakterije Lb. fermentum B brez dodatkov). Vendar to 
ni  različno pri primerjavi vpliva lektina KKP z dodanima zaviralcema in lektina KKP 
samega (Slika 35). Mešanica obeh zaviralcev brez lektina KKP zmanjša kapaciteto rasti v 
primerjavi s kontrolo, nima pa vpliva na hitrost rasti in podvojevalni čas (Priloga B7). 
Lektin KKP (250 μg/ml) skupaj z zaviralcema E64 in pepstatinom A zmanjša hitrost rasti 
in poveča podvojevalni čas v primerjavi s samima zaviralcema, medtem ko v primerjavi s 
samim lektinom KKP ni razlik (Slika 35). 
 
 
Slika 37: Rastne krivulje bakterij Lb. fermentum B ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LFB – Lb. fermentum B; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Lektin KKP sam pri obeh koncentracijah zmanjša adhezijo v primerjavi s kontrolo 
(bakterije Lb. fermentum B brez dodatkov). Med obema uporabljenima koncentracijama ni 
razlik. Lektin KKP (250 μg/ml) ob dodatku zaviralca pepstatina A ali kombinacije obeh 
zaviralcev in lektin KKP (31 μg/ml) ob dodatku zaviralca E64 zmanjša adhezijo v 
primerjavi s kontrolo. Prav tako pride do zmanjšanja adhezije, če lektinu KKP (250 μg/ml) 
dodamo oba zaviralca v primerjavi s samim lektinom KKP. Pepstatin A zmanjša, E64 pa 
poveča adhezijo v primerjavi s kontrolo. Pepstatin A oziroma zaviralec E64 z dodatkom 
lektina KKP (250 oz. 31 μg/ml) zmanjšata adhezijo v primerjavi s samim pepstatinom A 
oziroma s samim E64 (Slika 36). 
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Slika 38:  Število adheriranih bakterij Lb. fermentum B  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LFB – Lb. fermentum 
B;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; **p<0,01, 
***p<0,001 v primerjavi  s kontrolo (LFB brez dodatkov). 
4.4.2.8 Lactobacillus fermentum C 
Lektin KKP v koncentraciji 250 μg/ml sam ali v kombinaciji z zaviralcema E64 ali 
pepstatinom A zmanjša hitrost rasti in poveča podvojevalni čas v primerjavi s kontrolo 
(bakterije Lb. fermentum C brez dodatkov). Lektin KKP skupaj z zaviralcema v primerjavi 
s samim lektinom KKP poveča hitrost in zmanjša podvojevalni čas (Slika 37A). Zaviralca 
in DMSO ne vplivajo na kapaciteto, hitrost rasti in na podvojevalni čas bakterij Lb. 
fermentum C (Priloga B8). Probiotične bakterije Lb. fermentum C ob dodatku lektina KKP 
(250 μg/ml) in lektina KKP (250 μg/ml) skupaj z obema zaviralcema posamično ali v 
kombinaciji vstopijo v stacionarno fazo rasti pri nižji gostoti v primerjavi s kontrolo (Slika 
37A). Enako velja za bakterije Lb. fermentum C ob dodatku lektina KKP (31 μg/ml) skupaj 
s pepstatinom A (Slika 37B). 
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Slika 39: Rastne krivulje bakterij Lb. fermentum C ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LFC – Lb. fermentum C; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Lektin KKP v večji koncentraciji sam in skupaj z zaviralcem E64 poveča adhezijo v 
primerjavi s kontrolo (bakterije Lb. fermentum C brez dodatkov). Če primerjamo vpliv 
lektina KKP z dodanim zaviralcem E64 z vplivom samega lektina KKP (250 μg/ml) na 
adhezijo bakterij Lb. fermentum C ugotovimo, da med njima ni razlik. Sama zaviralca in 
DMSO na adhezijo ne vplivajo (Slika 38). 
 
 
Slika 40:  Število adheriranih bakterij Lb. fermentum C  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LFC – Lb. fermenuts 
C;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; ***p<0,001 v 
primerjavi  s kontrolo (LFC brez dodatkov). 
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4.4.2.9 Lactobacillus fermentum D  
Lektin KKP (250 μg/ml) sam ali v kombinaciji z zaviralcema E64 in pepstatinom A 
zmanjša hitrost rasti in poveča podvojevalni čas, medtem ko nima vpliva na kapaciteto 
rasti bakterij Lb. fermentum D (Slika 41A). Lektin KKP ob dodatku zaviralcev nima 
različnega vpliva na hitrost rasti in podvojevalni čas bakterij Lb. fermentum D v primerjavi 
s samim lektinom KKP. Sama zaviralca in DMSO, kot tudi lektin KKP v manjši 
koncentraciji na rastno krivuljo ne vplivajo (Priloga B9).   
                   
Slika 41: Rastne krivulje bakterij Lb. fermentum D ob dodatku lektina KKP v koncentraciji 250 μg/ml (A) in 
31 μg/ml (B) ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. NK – negativna kontrola; LFD – Lb. fermentum D; 
KKP – kokaprin; P – pepstatin A. 
 
Lektin KKP (250 μg/ml) skupaj z zaviralcem E64 poveča adhezijo bakterij Lb. fermentum 
D, medtem ko sam na adhezijo ne vpliva. Prav tako na adhezijo ne vplivajo sama zaviralca 
in DMSO (Slika 42).  
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Slika 42:  Število adheriranih bakterij Lb. fermentum D  na površino mikrotitrske ploščice ob dodatku lektina 
KKP v koncentraciji 250 μg/ml in 31 μg/ml ter zaviralcev proteaz E64 in pepstatina A. Prikazane so 
povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. NK – negativna kontrola; LFD – Lb. fermentum 
D;  DMSO – dimetilsulfoksid v koncentraciji 0, 33 μg/ml; KKP – kokaprin; P – pepstatin A; *p<0,05 v 
primerjavi  s kontrolo (LFD brez dodatkov). 
4.5 POVZETEK VPLIVA LEKTINA KKP NA RAST IN ADHEZIJO PATOGENIH IN 
PROBIOTIČNIH MIKROORGANIZMOV 
Pri patogenih mikroorganizmih, dodatek lektina KKP samega zmanjša kapaciteto rasti 
bakterij S. infantis v primerjavi s kontrolo (bakterije brez dodatkov). Če lektinu KKP 
dodamo inhibitor E64 ali pepstatin A, se hitrost rasti in podvojevalni čas bakterij S. infantis 
povečata, adhezija pa zmanjša. Prav tako adhezijo zmanjša sam zaviralec E64. Lektin KKP 
in zaviralec E64 posamezno zmanjšata adhezijo bakterij L. innocua, če ju dodamo v 
kombinaciji nimata vpliva. Lektin KKP poveča hitrost rasti bakterij L. monocytogenes, oba 
zaviralca skupaj pa zmanjšata adhezijo. Pri bakterijski vrsti E. coli pride do povečanja 
adhezije ob dodatku lektina KKP in zaviralca pepstatina A (Preglednica 8). 
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Preglednica 8: Povzetek vpliva lektina KKP in zaviralcev E64 in pepstatina A na kapaciteto, hitrost rasti, 
podvojevalni čas in adhezijo patogenih bakterij v primerjavi s kontrolo (bakterije brez dodatkov). Prikazani 
so samo parametri, pri katerih je prišlo do razlik. KKP, kokaprin; P, zaviralec pepstatin A; k, kapaciteta rasti; 
r, hitrost rasti; DT, podvojevalni čas; , zmanjšanje rasti/ adhezije; , povečanje rasti/ adhezije.  
 KKP + + + + - - - 
 E64 - + - + + - + 
 P - - + + - + + 
S.infantis k        
r        
DT        
adhezija        
L. innocua adhezija        
C. jejuni k        
adhezija        
E. coli adhezija        
L. 
monocytogenes 
r        
adhezija        
 
Pri probiotičnih mikroorganizmih, dodatek lektina KKP samega ali v kombinaciji z obema 
zaviralcema zmanjša adhezijo bakterij B. coagulans. V primerjavi s kontrolo (bakterije 
brez dodatkov), se bakterijam B. coagulans povečata kapaciteta rasti in podvojevalni čas, 
zmanjša pa hitrost rasti ob dodatku lektina KKP in obeh zaviralcev skupaj. Lektin KKP 
skupaj z zaviralcema poveča podvojevalni čas kvasovk Sa. boulardii. Lektin KKP sam, 
zaviralca sama in E64 v kombinaciji z lektinom KKP zmanjšajo adhezijo kvasovk Sa. 
boulardii. Sami zaviralci zmanjšajo kapaciteto rasti bakterij Lb. plantarum A in Lb. 
plantarum B, sam lektin KKP pa zmanjša hitrost rasti in poveča podvojevalni čas obeh 
bakterijskih sevov. Kombinacija lektina KKP in obeh zaviralcev zmanjša hitrost rasti 
bakterij Lb. plantarum A in poveča podvojevalni čas bakterij Lb. plantarum A in Lb. 
plantarum B. Lektin KKP sam poveča adhezijo bakterij Lb. plantarum A, Lb. plantarum B 
in Lb. plantarum S1, medtem ko sama zaviralca povečata adhezijo le pri bakterijskem sevu 
Lb. plantarum B. Lektin KKP sam ali v kombinaciji z zaviralcema poveča kapaciteto rasti 
in podvojevalni čas, zmanjša pa hitrost rasti in adhezijo bakterij Lb. fermentum B. 
Kapaciteto rasti povečata, adhezijo pa zmanjšata tudi sama zaviralca. Lektin KKP sam ali 
v kombinaciji z zaviralcema zmanjša hitrost rasti, poveča pa podvojevalni čas bakterij Lb. 
fermentum A, Lb. fermentum C in Lb. fermentum D. Lektin KKP poveča adhezijo bakterij 
Lb. fermentum A in Lb. fermentum C, medtem ko se adhezija bakterije Lb. fermentum D 
poveča le, če lektinu KKP dodamo zaviralec E64. Dodatek zaviralca E64 poveča tudi 
adhezijo seva Lb. fermentum C, medtem ko na adhezijo seva Lb. fermentum A ne vpliva 
(Preglednica 9). 
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Preglednica 9: Povzetek vpliva lektina KKP in zaviralcev E64 in pepstatina A na kapaciteto, hitrost rasti, 
podvojevalni čas  in adhezijo probiotičnih bakterij v primerjavi s kontrolo (bakterije brez dodatkov). 
Prikazani so samo parametri, pri katerih smo opazili razliko. KKP, kokaprin; P, zaviralec pepstatin A; k, 
kapaciteta rasti; r, hitrost rasti; DT, podvojevalni čas; , zmanjšanje rasti/ adhezije; , povečanje rasti/ 
adhezije.  
 KKP + + + + - - - 
E64 - + - + + - + 
P - - + + - + + 
B. coagulans k        
r        
DT        
adhezija        
Sa. boulardii DT        
adhezija        
Lb. plantarum A k        
r        
DT        
adhezija        
Lb. plantarum B k        
r        
DT        
adhezija        
Lb. plantarum S1 adhezija        
Lb. fermentum A r        
DT        
adhezija        
Lb. fermentum B 
 
k        
r        
DT        
adhezija        
Lb. fermentum C r        
DT        
adhezija        
Lb. fermentum D r        
DT        
adhezija        
4.6 ANALIZA TARČNIH MOLEKUL ZA VEZAVO LEKTINA KKP  
Glede na rezultate vpliva lektina KKP na rast in adhezijo bakterij smo za analizo tarčnih 
molekul za vezavo lektina KKP izbrali bakterijske vrste E. coli, S. infantis, C. jejuni, L. 
innocua, Lb. fermentum B, Lb. fermentum D, Lb. plantarum A, Lb. plantarum B, Lb. 
plantarum S1. Proteine v celičnem ekstraktu posameznih bakterij smo ločili po velikosti s 
pomočjo NaDS-PAGE, vezavo biotiniliranega lektina KKP pa preverili z dodatkom 
substrata, ki se je vezal na biotin. Na podlagi zaznanega signala smo lahko sklepali, na 
katere proteine v celičnih ekstraktih posameznih bakterij se je vezal lektin KKP. Glede na 
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dobljene rezultate smo se v nadaljevanju osredotočili na bakterijski sev Lb. plantarum B. 
Proteine celične stene bakterij Lb. plantarum B smo izolirali po petih različnih postopkih, 
jih ločili po velikosti z NaDS-PAGE, prenesli na membrano in preverili, če se lektin KKP 
veže na posamezne proteine. Vezavo lektina KKP na zunajcelične proteine oz. proteine 
celične stene probiotičnega bakterijskega seva Lb. plantarum B smo potrdili še s pretočno 
citometrijo. 
4.6.1 Določanje vezavnih molekul lektina KKP v celičnih ekstraktih posameznih 
bakterij z uporabo biotiniliranega lektina KKP 
Celične ekstrakte posameznih bakterij smo pripravili s sonifikacijo in proteine ločili po 
velikosti z uporabo NaDS-PAGE. Proteine smo nato prenesli na membrano in preverili 
vezavo lektina KKP z detekcijo preko biotiniliranega lektina KKP (Slika 43). Glede na 
signal, dobljen pri določeni velikosti proteina na membrani, smo sklepali na katere proteine 
se je lektin KKP vezal. 
 
 
 
 
Slika 43: Analiza vezave lektina KKP na posamezne bakterijske ekstrakte z detekcijo preko biotiniliranega 
lektina KKP. Z rdečimi pravokotniki so označeni proteini, na katere se je vezal streptavidin. S puščico pa 
protein, ki smo ga izbrali za nadaljno analizo. OV, označevalec velikosti; 1, E. coli; 2, S. infantis; 3, C. jejuni; 
4, L. inncoua; 5, Lb. fermentum D; 6, Lb. plantarum A; 7, Lb. plantarum B; 8, Lb. plantarum S1; 9, Lb. 
fermentum B. 
 
Pri bakterijah E. coli, S. infantis, C. jejuni, L. innocua, Lb. fermentum D in Lb. fermentum 
B smo opazili signal pri velikem številu proteinov, kar pomeni, da se je lektin KKP vezal 
na različne proteine. Signal pri proteinih, izoliranih iz bakterijskih sevov Lb. plantarum A, 
B in S1 pa je bil zaznan le pri manjšem številu proteinov. Zato smo se osredotočili na 
izolacijo proteinov celične stene seva Lb. plantarum B in s tem poskusili ugotoviti 
specifično vezavo lektina KKP na določene proteine in mehanizem delovanja na bakterijo. 
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4.6.2 Določanje vezavnih proteinov lektina KKP v celični steni bakterije Lb. 
plantarum B 
4.6.2.1 Detekcija vezavnih proteinov z uporabo biotiniliranega lektina KKP 
Preverili smo različne postopke izolacije proteinov celične stene in ugotovili, da se je 
lektin KKP najboljše vezal na proteine, ki smo jih izolirali po protokolu Walter in sod., 
(1999), ki vključuje kuhanje bakterij v detergentu in tretiranje z lizocimom, ter po 
protokolu Cole in sod. (2008), ki vključuje tretiranje bakterij z mutanolizinom (Slika 44).  
 
 
 
Slika 44: Analiza vezave lektina KKP na celokupne, zunajcelične proteine in proteine celične stene 
bakterijskega seva Lb. plantarum B z detekcijo preko biotiniliranega lektina KKP. Z rdečimi pravokotniki so 
označeni proteini, na katere se je vezal streptavidin. OV, označevalec velikosti; 1, sonificirane celice Lb. 
plantarum B; 2, zunajcelični proteini seva Lb. plantarum B; 3, proteini celične stene, izolirani po protokolu 
Walter in sod., 1999; 4, proteini celične stene, izolirani po protokolu Yu in sod., 2012; 5, proteini celične 
stene, izolirani po protokolu Cole in sod., 2008; 6 GEM delci, Roosmalen in sod., 2006. 
4.6.2.2 Pretočna citometrija 
S pretočnim citometrom smo želeli potrditi, da se lektin KKP veže na zunajcelične oz. 
proteine celične stene seva Lb. plantarum B. Bakterije smo inkubirali z biotiniliranim 
lektinom KKP in fluorescentno označenim streptavidinom v redčitvi 1: 2000 in 1: 10000. 
Kot negativni kontroli smo uporabili pufer PBS in neoznačen lektin KKP. Povprečna 
jakost fluorescentnega signala streptavidina (1: 2000), ki se je vezal na biotiniliran lektin 
KKP, je bila štirikrat večja od obeh negativnih kontrol (Slika 45). Kar pomeni, da lahko 
potrdimo, da se je lektin KKP vezal na zunajcelične proteine oz. proteine celične stene 
bakterij Lb. plantarum B. 
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Slika 45: Povprečna jakost fluorescence posameznih vzorcev (pufer PBS, lektin KKP, biotiniliran lektin KKP 
skupaj z zunajceličnimi proteini bakterij Lb. plantarum B) vezanih na fluorescentno označen straptavidin v 
redčitvah 1: 2000 in 1: 10000. Prikazane so povprečne vrednosti treh ponovitev s standardnimi odkloni. 
4.6.3 Analiza tarčnih molekul v celični steni bakterij Lb. plantarum B z uporabo 
afinitetne kromatografije na sefarozi 
Proteine celične stene bakterij Lb. plantarum B, ki smo jih izolirali po protokolih Walter in 
sod. (1999) ter Cole in sod.(2008), smo vezali na lektin KKP, vezan na sefarozo in na samo 
sefarozo ter jih analizirali z NaDS-PAGE. Proteini se na samo sefarozo niso vezali, vezali 
pa so se na lektin KKP, ki je bil vezan na sefarozo. Lise posameznih proteinov, vezanih na 
lektin KKP s sefarozo, so se namreč povečale v primerjavi z lisami v samem bakterijskem 
ekstraktu (Slika 46). Povečane lise smo iz gela izrezali in poslali na analizo z masno 
spektrometrijo z namenom določitve proteinov, ki so vpleteni v proces adhezije pri 
bakterijah Lb. plantarum B, kar bi bilo uporabno za nadaljnje študije in raziskave povezane 
z adhezijo te bakterijske vrste. 
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Slika 46: Analiza vezanih proteinov celične stene bakterijskega seva Lb. plantarum B na lektin KKP po 
afinitetni kromatografiji na sefarozi z NaDS-PAGE. Uporabljen je 4-20 % gradientni gel (Invitrogen, Thermo 
Scientific), pobarvan z barvilom Coomassie Brilliant Blue. S puščico so označeni proteini, ki smo jih izrezali 
iz gela in poslali na analizo z masnim spektrofotometrom. OV, označevalec velikosti; 1, proteini celične 
stene izolirani po protokolu Walter in sod., 1999, 2, proteini celične stene izolirani po protokolu Walter in 
sod., 1999 po afiniteni kromatografiji na sefarozo; 3, proteini celične stene izolirani po protokolu Walter in 
sod., 1999 po afinitetni kromatografiji na KKP-sefarozo; 4, proteini celične stene izolirani po protokolu Cole 
in sod., 2008; 5, proteini celične stene izolirani po protokolu Cole in sod., 2008 po afiniteni kromatografiji na 
sefarozo; 6, proteini celične stene izolirani po protokolu Cole in sod., 2008 po afinitetni kromatografiji na 
KKP-sefarozo. 
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5 RAZPRAVA 
Odpornost mikroorganizmov proti protimikrobnim sredstvom, predvsem proti 
antibiotikom, postaja ena izmed glavnih težav javnega zdravstva v 21. stoletju. Izbruh 
okužb s sevi, odpornimi proti  širokemu spektru antibiotikov, narašča in ogroža bolnike s 
pomanjkljivim delovanjem imunskega sistema. Zaradi neučinkovitega zdravljenja in 
ponavljajočih se okužb pa predstavlja veliko obremenitev tudi zdravstvenim ustanovam in 
celotnemu zdravstvenemu sistemu (Naylor in sod., 2018; Woolhouse in sod., 2016).  
Protimikrobna sredstva so problematična tudi z vidika normalnega človeškega 
mikrobioma, saj zavrejo rast za človeka koristnih bakterij. Združba mikroorganizmov, ki 
naseljuje naše črevesje, je namreč ključna pri različnih fizioloških in patofizioloških 
procesih. Vsaka sprememba v sestavi črevesne mikrobiote, ki jo lahko povzroči uporaba 
protimikrobnih sredstev, je lahko povezana z nastankom različnih kroničnih obolenj, kot so 
avtoimunske bolezni, rakava obolenja, ateroskleroza in srčnožilne bolezni ter metabolni 
sindrom (Becattini in sod., 2016).  Zato so potrebni novi pristopi in snovi, ki bi specifično 
in učinkovito zavirale delovanje patogenih bakterij, medtem ko na probiotične ne bi 
vplivale (Nami in sod., 2015). Delovanje je lahko protimikrobno, torej preko vpliva na rast 
bakterij. Alternativna strategija pa zajema tudi uporabo subinhibitornih koncentracij, ki ne 
vplivajo na rast, ampak na druge lastnosti celic, kot je npr. sposobnost adhezije bakterij na 
površino. Lektini, ki imajo dokazano protibakterijsko/ protibiofilmsko aktivnost, 
potencialno predstavljajo alternativno strategijo nadzora ali preprečevanja okužb odpornih 
mikroorganizmov. Lektini se namreč specifično vežejo na ogljikove hidrate oziroma 
glikokonjugate (predvsem na glikoproteine), ki so sestavni deli celične stene bakterij in 
imajo ključno vlogo pri tvorbi biofilma, adheziji ter interakciji s celicami gostitelja in 
sprožitvi imunskega odziva. Lektini so široko zastopani proteini, saj jih najdemo v 
mikroorganizmih, rastlinah, živalih in glivah, kjer sodelujejo pri različnih bioloških 
procesih (Qadir in sod., 2013). 
5.1 PRIPRAVA IN KARAKTERIZACIJA LEKTINA KKP 
V okviru magistrske naloge smo izbrali lektin KKP, ki je še razmeroma nepoznan lektin. 
Trenutno še niso znane njegove lastnosti, vezavna mesta in vpliv na lastnosti 
mikroorganizmov, kot so rast in adhezija. Pridobili smo ga s pomočjo bakterijskega 
ekspresijskega sistema, ga izolirali in očistili z gelsko, ionsko – izmenjevalno in afinitetno 
kromatografijo. Z NaDS-PAGE smo ugotovili, da lektin KKP v gelu potuje v dveh 
oblikah, in sicer pri velikostih 20 kDa in 16 kDa. Podoben pojav večih lis pri analizi z 
NaDS-PAGE so opazili že za druge rekombinantne proteine iz gob (Sabotič in sod., 2007; 
Žurga in sod., 2015). 
 
Na podlagi še neobjavljenih predhodnih raziskav, ki so pokazale, da lektin KKP zavira 
cisteinske in aspartatne proteaze, smo preverili njegovo delovanje z uporabo encimskega 
testa. Ta je pokazal, da lektin KKP zavira delovanje cisteinske proteaze papaina.  
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V naslednjem koraku smo želeli potrditi, da se lektin KKP specifično veže na glikane, kar 
je značilno za lektine (Sharon in Lis, 2004). Preverili smo vezavo na N- in O-glikane, ki se 
na proteine vežejo v procesu glikozilacije - posttranslacijske modifikacije proteinov.  
Najpogostejši so tako imenovani N-glikani, ki se preko N-glikozidne vezi vežejo na 
asparginski ostanek aminokisline (Stanley in sod., 2009) in so značilni za fetuin. Pri O-
glikozilaciji, značilni za fetuin, mucin in Rhizopuspepsin, pa gre za vezavo različnih 
glikanov na serinski ali treoninski ostanek  tarčnega proteina (Steen in sod., 1998).  
 
Pričakovali smo, da se bo lektin KKP vezal le na glikozilirano, ne pa tudi na 
deglikozilirano obliko proteinov, saj je za lektine značilna specifična vezava na glikanski 
del glikoproteinov (Damme, 2011). Izbrali smo 4 različne proteine (fetuin, mucin, 
Rhizopuspepsin in ficin), ki smo jih N- in O- deglikozilirali. Ficin, ki ni glikoziliran, smo 
uporabili kot negativno kontrolo. Pri fetuinu sta bili uspešni tako N- kot tudi O-
deglikozilacija. Nismo pa bili uspešni pri O-deglikozilaciji Rhizopuspepsina in mucina. 
Možen vzrok je lahko prekratek čas inkubacije proteina z O-glikozidazo ali pa sam protein 
ni bil več aktiven. V nasprotju s pričakovanji se je lektin KKP vezal tako na glikozilirano 
kot tudi na deglikozilirano obliko fetuina. Vzrok je lahko nepopolna deglikozilacija, pri 
čemer so lahko glikani še vedno vezani na protein, oziroma so se samo nekateri glikani 
odcepili. Lahko bi prišlo do nespecifične vezave streptavidina, vendar smo to možnost 
izločili, saj smo membrano inkubirali samo s streptavidinom, brez lektina KKP in pri tem 
nismo dobili signala. Lektin KKP se je vezal na mucin, ki je močno O-glikoziliran, kar 
smo tudi pričakovali. Ker pa deglikozilacija mucina ni bila uspešna, ne moremo z 
gotovostjo trditi, da se veže le na glikozilirano obliko. Do vezave ni prišlo med lektinom 
KKP in ficinom. Ficin sicer ni glikoziliran (ne vsebuje N- in O-glikanov) in se zato KKP 
na glikane ne more vezati, vendar gre hkrati za encim, ki ga uvrščamo med cisteinske 
proteaze, na katere lektin KKP deluje zaviralno, kar smo dokazali v naši študiji. Zato smo 
pričakovali, da bo med njima prišlo do proteinske vezave, kjer bi bil signal  šibkejši v 
primerjavi z vezavo na glikane. Rhizopuspepsin je O-glikoziliran, zato smo pričakovali 
vezavo lektina KKP na glikozilirano obliko, vendar do vezave ni prišlo. V nasprotju s 
ficinom je Rhizopuspepsin aspartatna proteaza, ki je lektin KKP ne inhibira, zato ne 
pričakujemo proteinske vezave. Če bi prišlo do vezave, bi bila le-ta specifična za glikan. 
Ker pa so lektini specifični le za določeno vrsto glikanov, se lahko lektin KKP na glikane, 
ki jih vsebuje Rhizopuspepsin, ne veže. V bodoče bi bilo potrebno izbrati večje število 
različnih glikanov in ugotoviti, na katero vrsto glikanov se KKP specifično veže.  
 
Pri preverjanju vezave lektina KKP na glikozilirane oblike proteinov smo opazili, da se je 
lektin KKP nespecifično vezal na nečistočo pri Rhizopuspepsinu, povsod pa se je lektin 
KKP nespecifično vezal na N-glikozidazo F, O-glikozidazo in nevraminidazo. Ker je bila 
N-glikozidaza F izolirana iz bakterijske vrste Flavobacterium meningosepticum (Plummer 
in Tarentino, 1991), O-glikozidaza iz bakterijske vrste Enterococcus faecalis, 
nevraminidaza pa iz bakterijske vrste Clostridium perfringens (Koutsioulis in sod., 2008), 
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ki najverjetneje niso glikozilirani proteini, se je KKP verjetno vezal nanje preko 
proteinskih interakcij. 
5.2 ANALIZA VPLIVA LEKTINA KKP NA RAST IN ADHEZIJO BAKTERIJ 
Znano je, da lahko lektini modulirajo nekatere lastnosti bakterij, kot so rast in sposobnost 
tvorbe biofilma (Santos in sod., 2014), zato smo v okviru naše študije preverili vpliv 
lektina KKP na (i) rast preko spremljanja hitrosti in kapacitete rasti ter podvojevalnega 
časa in na (ii) adhezivne lastnosti patogenih in probiotičnih bakterij.  
 
Izmed analiziranih patogenih bakterij je lektin KKP vplival na bakterije S. infantis, L. 
innocua in L. monocytogenes. Lektin KKP je zmanjšal adhezijo bakterij L. innocua, 
medtem ko ni vplival na njihovo rast. Adhezijo bakterij  L. innocua je zmanjšal tudi 
zaviralec proteaz E64, zato bi lahko sklepali, da je vpliv lektina KKP posledica inhibicije 
cisteinskih proteaz, ne pa tudi aspartatnih, saj pepstatin A na adhezijo ni vplival. Pri 
bakterijski vrsti L. monocytogenes je lektin KKP povečal hitrost rasti, ni pa vplival na 
adhezijo in kapaciteto rasti. Oba zaviralca proteaz skupaj sta zmanjšala adhezijo, na rast pa 
nista vplivala. Glede na dobljene rezultate lahko predvidevamo, da je mehanizem 
delovanja lektina KKP na to bakterijo drugačen od zaviralcev proteaz. Zanimivo je, da pri 
obeh bakterijah istega rodu dobimo obratne rezultate, kjer gre pri vrsti L. innocua za 
specifičen vpliv lektina KKP na adhezijo, pri vrsti L. monocytogenes pa za specifičen vpliv 
lektina KKP na hitrost rasti. Rod Listeria spp spada med po Gramu pozitivne bakterije, 
katerih celična stena je sestavljena iz dveh glavnih polimerov: peptidoglikana in teihoične 
kisline. Struktura teihoične kisline je lahko pri različnih sevih vrste Listeria različna, kar 
vpliva na njihov fenotip in virulentnost. Peptidna veriga, ki sestavlja teihoično kislino je 
pri različnih sevih različno glikozilirana (Shen in sod., 2017), kar pomeni da bakterijska 
vrsta L. innocua v svoji celični steni vsebuje specifične glikane, ki jih bakterijska vrsta L. 
monocytogenes ne in obratno, na katere se lektin KKP specifično veže. Zanimivo je tudi, 
da bakterije  L. monocytogenes na svoji površini izražajo večje število proteinov v 
primerjavi z drugimi po Gramu pozitivnimi bakterijami, kar je tudi glavna razlika med 
bakterijskima vrstama L.  monocytogenes in L. innocua. Najbolje karakteriziran protein, ki 
vpliva na virulentnost bakterije L. monocytogenes je protein PrfA, ki ga pri vrsti L. innocua 
ne najdemo (Buchrieser in sod., 2013). Sklepamo lahko, da se lektin KKP specifično veže 
na katerega izmed površinskih proteinov bakterij L. monocytogenes.  
 
Nasprotno je lektin KKP znižal kapaciteto rasti patogene po Gramu negativne bakterijske 
vrste S. infantis, na hitrost rasti in adhezijo pa ni vplival. Gre torej za specifičen vpliv 
lektina KKP le na kapaciteto rasti. Adhezija bakterij S. infantis se je zmanjšala le ob 
dodatku KKP skupaj z zaviralcema. Na kapaciteto rasti omenjene bakterije ni vplival 
noben izmed analiziranih zaviralcev proteaz. Verjetno imajo lektin KKP in zaviralci 
proteaz pri tej bakteriji različne tarčne molekule. Pri ostalih po Gramu negativnih 
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patogenih bakterijah (E. coli in C. jejuni) nismo opazili pomembnega vpliva lektina KKP 
na rast in  adhezijo. 
 
Pri probiotičnih bakterijah smo opazili večji vpliv dodanega lektina KKP na rast in 
adhezijo v primerjavi s patogenimi bakterijami. Lektin KKP, kot tudi oba zaviralca proteaz 
so zmanjšali  adhezijo bakterij B. coagulans in kvasovk Sa. boulardii, medtem ko na rast 
niso vplivali. Verjetno gre pri omenjenih mikroorganizmih za enak mehanizem delovanja 
lektina KKP in zaviralcev proteaz, saj lektin KKP ob dodatku obeh zaviralcev vpliva na 
rast bakterijske vrste B. coagulans, adhezija pa se še bolj zmanjša pri obeh 
mikroorganizmih. Lektin KKP je zmanjšal tudi adhezijo bakterij Lb. fermentum B, medtem 
ko je povečal kapaciteto rasti in podvojevalni čas, zmanjšal pa hitrost rasti. Nasprotno sta 
oba zaviralca zmanjšala kapaciteto rasti, pepstatin A pa je za razliko od E64 zmanjšal tudi 
adhezijo. Verjetno lektin KKP na adhezijo vpliva podobno kot pepstatin A, medtem ko 
vpliv na kapciteto rasti ni posledica inhibicije cisteinskih in aspartatnih proteaz. Pri 
probiotičnih bakterijah Lb. fermentum A, Lb. plantarum A, Lb. plantarum B in Lb. 
fermentum C smo opazili podoben vzorec delovanja lektina KKP. Pri vseh omenjenih 
bakterijah je namreč lektin KKP povečal adhezijo in podvojevalni čas, zmanjšal pa hitrost 
rasti. Opazili pa smo različen vpliv zaviralcev proteaz. Pepstatin A in E64 sta zmanjšala 
kapaciteto rasti bakterijskih sevov Lb. plantarum A in Lb. plantarum B, medtem  ko na rast 
in adhezijo bakterij Lb. fermentum A in Lb. fermentum C nista vplivala. Ne moremo z 
gotovostjo trditi, da sta mehanizma delovanja podobna. Lektin KKP je povečal adhezijo 
tudi pri bakterijskem sevu Lb. plantarum S1, ni pa vplival na rastno krivuljo. Vpliv na 
adhezijo se še poveča ob dodatku obeh zaviralcev. Lektin KKP je zmanjšal hitrost rasti in 
povečal podvojevalni čas bakterij Lb. fermentum D, ni pa vplival na adhezijo.  
 
Glede na to, da se lektini specifično vežejo na glikokonjugate, predvsem glikoproteine, in 
smo pri večini analiziranih sevov rodu Lactobacillus opazili povečanje adhezije ob 
dodatku lektina KKP,  lahko sklepamo, da ima glikozilacija proteinov ključno vlogo pri 
adheziji teh bakterij, na kar lahko vplivamo z dodatkom lektina KKP. Glikozilacija 
proteinov je že poznan proces pri večini patogenih bakterijah, ki je razkril veliko 
raznolikost glikanskih struktur in poti znotraj in med bakterijskimi vrstami. Ima 
pomembno vlogo pri virulenci in patogenosti bakterij. Šele nedavno je bilo odkrito veliko 
število proteinov, ki so glikozilirani tudi pri probiotičnih bakterijah in tako vplivajo na 
interakcije z gostiteljem. Pri rodu Lactobacillus so najbolje okarakterizirani glikoproteini 
muramidaze. Mednje spada Acm2, glavni avtolizin pri bakterijski vrsti Lb. plantarum. 
Zanimivo je, da glikozilacija Acm2 zaščiti protein pred razgradnjo s proteazami 
(Latousakis in Juge, 2018). Podobno smo opazili tudi v naši študiji, kjer proteazni zaviralci 
sami niso imeli učinka na rast in adhezijo bakterijskih sevov Lb. plantarum.  
 
Tudi bakterije lahko, podobno kot rastline, živali in glive, na svoji površini izražajo 
lektine. Sicer so ti še razmeroma neraziskani, vendar dokazano vplivajo na adhezijo 
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bakterij na gostiteljeve celice in na tvorbo biofilma. Šele nedavno so iz probiotičnega 
bakterijskega seva Lb. rhamnosus GG izolirali dva nova lektinom podobna proteina (L1p1 
in L1p2). Dokazali so, da oba povečata adhezijo bakterijskega seva Lb. rhamnosus GG na 
epitelijske celice gostitelja preko vezave na glikane, obenem pa zmanjšata adhezijo in 
preprečita tvorbo biofilma nekaterih patogenih bakterijskih vrst, kot sta Salmonella in 
Escherichia (Petrova in sod., 2016). V novejši študiji so podobne lastnosti pokazali tudi za 
vrsto Lb. fermentum, ki zmanjša adhezijo bakterij E. coli, izoliranih iz bolnikov z okužbo 
urinarnega traku (Falah in sod., 2019). V naši študiji smo opazili podobne lastnosti lektina 
KKP, ki je povečal adhezijo bakterij rodu Lactobacillus (vključno z Lb. fermentum), 
zmanjšal pa adhezijo bakterij S. infantis. Možno je, da ima lektin KKP podobno strukturo, 
lastosti in tarčno specifičnost na glikane kot lektini, ki jih najdemo na površini 
laktobacilov, in zato tudi podoben učinek. Pri tem je še posebej pomemben mucin, močno 
glikoziliran protein, ki je glavna sestavina sluzi v prebavnem traktu, na katerega se vežejo 
laktobacili (Bermudez in sod., 2012). V naši študiji smo dokazali, da se lektin KKP veže 
na mucin, kar bi bila lahko skupna tarča lektina KKP in probiotičnih bakterij. V 
prihodnosti bi bilo zanimivo raziskati specifičnost vezave lektina KKP in njegovo 
strukturo ter ugotoviti podobnost z lektini, prisotnimi v probiotičnih bakterijah.  
5.3 VEZAVA LEKTINA KKP NA TARČNE MOLEKULE 
Glede na podobne rezultate vpliva lektina KKP na rast in adhezijo bakterij iz rodu 
Lactobacillus smo za nadaljno analizo izbrali bakterije Lb. plantarum A, Lb. plantarum B, 
Lb. plantarum S1, Lb. fermentum B in Lb. fermentum D. Ker je prišlo do statistično 
značilnega vpliva lektina KKP tudi na rast in adhezijo nekaterih patogenih bakterij (S. 
infantis, C. jejuni, L. innocua), smo v izolacijo celokupnih bakterijskih proteinov vključili 
tudi te. S pomočjo NaDS-PAGE in prenosa western smo ugotovili, da je vezava lektina 
KKP na celokupne bakterijske proteine najbolj specifična pri bakterijskih sevih Lb. 
plantarum A, B in S1. Na podlagi predhodne analize, ki jo je opravila Meta Sterniša v 
Laboratorju za živilsko mikrobiologijo na Biotehniški fakulteti, so bili rezultati vpliva 
lektina KKP na rast in adhezijo najbolj primerljivi pri Lb. plantarum B, zato smo ta sev  
uporabili za vse nadaljnje poskuse. Vezavo lektina KKP na proteine celične stene oz. 
zunajcelične proteine bakterij Lb. plantarum B smo dokazali s pomočjo pretočne 
citometrije z uporabo biotiniliranega lektina KKP in fluorescentno označenega 
streptavidina. Jakost flourescence pri dodanem biotiniliranem lektinu KKP je bila štirikrat 
večja v primerjavi s kontrolama (bakterijski ekstrakt z dodanim nebiotiniliranim lektinom 
KKP ali pufrom PBS). Da bi ugotovili, na kateri protein se veže lektin KKP, smo iz 
bakterij Lb. plantarum B izolirali proteine celične stene po več različnih postopkih in 
ponovno preverili vezavo lektina KKP. Izbrali smo najbolj primeren protokol in suspenzijo 
proteinov celične stene vezali na lektin KKP, vezan na sefarozo, kot kontrolo pa smo 
uporabili samo sefarozo in samo suspenzijo proteinov. Z analizo z NaDS-PAGE smo 
opazovali, pri kateri velikosti se signal poveča, če pride do vezave lektina KKP na 
70 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
nanešene ekstrakte proteinov v primerjavi s samim ekstraktom (brez dodanega lektina 
KKP). Lise, kjer je prišlo do povečanja signala, smo izrezali iz gela in poslali na analizo z 
masno spektrometrijo, da bi z določanjem značilnega vzorca na osnovi peptidnih mas našli 
tarčne proteine, ki so vpleteni v adhezijo bakterij Lb. plantarum B. 
Bakterijski sev Lb. planarum B spada med po Gramu pozitivne bakterije, ki imajo za 
razliko od po Gramu negativnih debelejšo plast peptidoglikana in več mureina v celični 
steni (Silhavy in sod., 2010). Zato lahko sklepamo, da lektin KKP modulira rast in adhezijo 
preko vezave s peptidoglikanom ali mureinom.  
Glavna prednost naše študije je veliko število analiziranih bakterijskih sevov, tako 
probiotičnih, patogenih, po Gramu negativnih kot tudi po Gramu pozitivnih. Uporabljene 
bakterije so bile iz različnih rodov, poleg tega pa smo analizirali več vrst bakterij istega 
rodu, pri katerih smo opazili podobne (Lb. plantarum in Lb. fermentum) ali nasprotne 
(Listeria spp.) vzorce delovanja lektina KKP. Nismo se osredotočili le na en sam 
parameter rasti bakterij, ampak smo poleg kapacitete rasti preverili tudi hitrost rasti in 
podvojevalni čas. Za določanje vezave lektina KKP na bakterije smo uporabili več 
različnih metod (pretočna citometrija, detekcija z uporabo biotiniliranega lektina). 
Preizkusili smo tudi več različnih postopkov za izolacijo proteinov celične stene bakterij 
Lb. plantarum B. 
Kot pomanjkljivost bi izpostavila metodo preverjanja adhezije bakterij. Ta je namreč 
dolgotrajna in obsega veliko ročnega dela, pri čemer je večja možnost napak. Adherirane 
bakterije bi lahko prešteli in določili s pomočjo mikroskopiranja. Biofilm pa bi lahko 
ovrednotili tudi z različnimi barvili in spektrofotometrično analizo (An in Friedman, 1997).  
V naši študiji smo opazili vpliv lektina KKP na kapaciteto rasti patogene bakterijske vrste 
S. infantis. Ob dodatku lektina se je kapaciteta rasti zmanjšala, kar bi lahko nakazovalo na 
potencialno uporabo lektina KKP, kot zaviralca rasti bakterij S. infantis. Poleg tega je 
lektin KKP ob prisotnosti proteaznih zaviralcev zmanjšal tudi adhezijo bakterij S. infantis. 
Ugotovili smo tudi, da lektin KKP poveča adhezijo večine analiziranih probiotičnih 
bakterij. Ker probiotične bakterije rodu Lactobacillus učinkovito zavirajo adhezijo 
nekaterih patogenih bakterij, med drugim tudi S. infantis (Petrova in sod., 2016), bi bil 
učinek lektina KKP lahko dvojni - večja adhezija probiotičnih bakterij in s tem povečan 
učinek na zmanjšanje rasti in adhezije bakterij S. infantis. Lektin KKP  bi lahko uporabili 
tudi kot dodatek k antibiotikom oz. drugim protimikrobnim snovem in tako omogočili 
preživetje in delovanje bakterij normalne črevesne mikrobiote med zdravljenjem z 
antibiotiki.  V prihodnje bi bilo zanimivo testirati več različnih lektinov in ugotoviti njihov 
vpliv na večje število  različnih patogenih in probiotičnih bakterij. Prav tako je potrebno 
ugotoviti tarčne molekule lektina KKP in mehanizem njegovega delovanja. Prav zaradi 
specifičnega prepoznavanja različnih ogljikovih hidratov predstavljajo lektini, vključno z 
lektinom KKP, pomembno orodje pri identifikaciji glikanov, za razlikovanje med 
normalnimi in spremenjenimi celicami ter potencialno tudi kot terapija za različna obolenja 
(Santos in sod., 2014).  
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6 SKLEPI 
V magistrski nalogi smo podrobneje preučevali vpliv rekombinantnega lektina KKP, ki 
smo ga pridobili s pomočjo bakterijskega ekspresijskega sistema. Lektin smo izolirali in 
očistili z različnimi tehnikami kromatografije (gelsko, ionsko – izmenjevalno in afinitetno) 
in čistost večkrat preverjali z uporabo analize NaDS-PAGE.   
 
Aktivnost zaviranja cisteinskih proteaz smo potrdili z encimskim testom. Nismo pa 
popolnoma potrdili njegove sposobnosti vezave glikanov, saj se je lektin KKP vezal tako 
na glikozilirano kot tudi deglikozilirano obliko izbranih proteinov. 
 
Ugotovili smo, da ima lektin KKP manjši učinek (bakterije S. infantis) oz. ga sploh nima 
(bakterije E. coli in C. jejuni) pri patogenih in po Gramu negativnih bakterijah, medtem ko 
vpliva predvsem na po Gramu pozitivne probiotične bakterije, saj smo pri večini bakterij 
rodu Lactobacillus opazili povečanje adhezije. Učinek lektina KKP je bil zelo podoben pri 
bakterijah istega rodu, saj je pri bakterijah Lb. fermentum A, Lb. fermentum C, Lb. 
plantarum A in Lb. plantarum B lektin KKP povečal adhezijo in podvojevalni čas, 
zmanjšal pa hitrost rasti. Pri bakterijah različnega rodu pa je bil učinek KKP različen, kar 
nakazuje na zelo specifično delovanje in vezavo na točno določene tarče, prisotne pri 
bakterijah istega rodu. Glede na to, da se lektini specifično vežejo na glikokonjugate lahko 
sklepamo, da ima glikozilacija proteinov ključno vlogo pri adheziji bakterij rodu 
Lactobacillus, na kar lahko vplivamo z dodatkom lektina KKP.  
 
Poleg lektina KKP smo bakterijam dodajali tudi zaviralca cisteinskih in aspartatnih proteaz 
in tako preučevali mehanizem delovanja lektina KKP. Pri večini analiziranih bakterij je 
prišlo do različnega vpliva lektina KKP in zaviralcev proteaz, zato ne moremo z gotovostjo 
trditi, da je mehanizem delovanja lektina KKP posledica inhibicije cisteinskih ali 
aspartatnih proteaz. Ugotovili smo, da ima lektin KKP skupaj z zaviralcema sinergističen 
učinek na rast in adhezijo bakterij S. infantis, pri čemer sam lektin KKP na rast in adhezijo 
ne vpliva. Sinergističen vpliv zaviralcev in lektina KKP na rast smo opazili tudi pri 
bakterijski vrsti B. coagulans in kvasovkah Sa. boulardii, na adhezijo pa pri bakterijah Lb. 
fermentum D. 
 
Dokazali smo, da se lektin KKP veže na proteine celične stene oz. zunajcelične proteine 
tako preko prenosa proteinov na membrano in detekcije z uporabo biotiniliranega lektina 
KKP, kot tudi s pretočno citometrijo. Največja specifičnost vezave tarčnih molekul se je 
pokazala pri vrsti Lactobacillus plantarum. 
 
V naši študiji smo dokazali, da je lektin KKP aktiven zaviralec cisteinskih proteaz, ki se 
specifično veze na proteine celične stene oz. zunajcelične proteine bakterij. Ugotovili smo, 
da zmanjša kapaciteto rasti patogene bakterijske vrste S. infantis, ob dodatku zaviralcev pa 
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zmanjša tudi adhezijo in bi ga tako lahko uporabljali kot naravno alternativno 
protimikrobno snov za preprečevanje okužb z vrsto S. infantis. Zanimiv je tudi njegov 
vpliv na povečanje adhezije pri probiotičnih bakterijah iz rodu Lactobacillus. Potencialno 
bi ga lahko uporabljali kot naravno dopolnilo pri zdravljenju z obstoječimi 
protimikrobnimi sredstvi in na ta način ohranili rast in delovanje bakterij normalne 
mikrobiote. Njegova široka zastopanost v naravi in vpliv na rast in adhezijo določenih 
bakterij sta glavni prednosti za njegovo pridobivanje in uporabo. Vendar pa drag in 
zahteven postopek izolacije trenutno otežuje raziskovanje njegovih lastnosti in 
učinkovitosti ter botruje k načrtovanju, optimizaciji in razvoju enostavnejših metod za 
njegovo pridobivanje. Prav tako so potrebne nadaljnje študije, ki bi odkrile tarčne molekule 
na katere se lektin KKP veže, pojasnile mehanizem delovanja lektina KKP in njegovo 
funkcijo ter potencialno uporabo kot naravno alternativo obstoječim protimikrobnim 
sredstvom.  
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7 POVZETEK 
Odpornost mikroorganizmov proti protimikrobnim sredstvom, predvsem proti 
antibiotikom, postaja ena izmed glavnih težav javnega zdravstva. Protimikrobna sredstva 
so problematična tudi z vidika normalnega človeškega mikrobioma, saj zavrejo rast 
probiotičnih, za človeka koristnih bakterij. Lektini, proteini, ki se reverzibilno in specifično 
vežejo na ogljikove hidrate, imajo dokazano protibakterijsko aktivnost in potencialno 
predstavljajo alternativno strategijo nadzora ali preprečevanja okužb odpornih 
mikroorganizmov.  
 
V raziskovalnem delu smo pripravili lektin KKP iz gobe Coprinopsis cinerea s pomočjo 
bakterijskega ekspresijskega sistema. Izolirali in očistili smo ga z različnimi tehnikami 
kromatografije, njegovo aktivnost zaviranja cisteinskih proteaz pa potrdili z encimskim 
testom. Preučevali smo njegov vpliv na rast in adhezijo patogenih in probiotičnih 
mikroorganizmov.  
 
Ugotovili smo, da lektin KKP zmanjša kapaciteto rasti patogene bakterijske vrste S. 
infantis, ob dodatku proteaznih zaviralcev pa zmanjša tudi adhezijo. Nasprotno, lektin 
KKP poveča adhezijo večine analiziranih probiotičnih bakterij, predvsem rodu 
Lactobacillus. Učinek lektina KKP je bil zelo podoben pri bakterijah istega rodu, saj je pri 
bakterijah Lb. fermentum A, Lb. fermentum C, Lb. plantarum A in Lb. plantarum B lektin 
KKP povečal adhezijo in podvojevalni čas, zmanjšal pa hitrost rasti. Pri bakterijah 
različnega rodu pa je bil učinek KKP različen, kar nakazuje na zelo specifično delovanje in 
vezavo na točno določene tarče, prisotne pri bakterijah istega rodu. Dokazali smo tudi, da 
se lektin KKP veže na proteine celične stene oz. zunajcelične proteine tako preko prenosa 
proteinov na membrano in detekcije z uporabo biotiniliranega lektina KKP, kot tudi s 
pretočno citometrijo. Največja specifičnost vezave tarčnih molekul se je pokazala pri vrsti 
Lactobacillus plantarum. Glede na to, da se lektini specifično vežejo na glikokonjugate 
lahko sklepamo, da ima glikozilacija proteinov ključno vlogo pri adheziji bakterij rodu 
Lactobacillus, na kar lahko vplivamo z dodatkom lektina KKP.  
 
Lektin KKP bi lahko uporabljali kot naravno alternativno protimikrobno snov za 
preprečevanje okužb z bakterijsko vrsto S. infantis. Potencialno bi ga lahko uporabljali tudi 
kot naravno dopolnilo pri zdravljenju z obstoječimi protimikrobnimi sredstvi in na ta način 
ohranili rast in delovanje bakterij normalne mikrobiote. 
74 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
8 VIRI 
Abad C. L., Safdar N. 2013. The role of Lactobacillus probiotics in the treatment or 
prevention of urogenital infections – a systematic review. Journal of Chemotherapy, 21, 
3: 243-252 
Acheson D., Allos B. M. 2001. Campylobacter jejuni infections: update on emerging 
issues and trends. Clinical Infectious Diseases, 32, 8: 1201-1206 
Alfredson D. A., Korolik V. 2007. Antibiotic resistance and resistance mechanisms in 
Campylobacter jejuni and Campylobacter coli. FEMS Microbiology Letters, 277: 2, 
123-32 
Allerberger F., Wagner M. 2010. Listeriosis: a resurgent foodborne infection. Clincal 
Microbiology and Infection, 16, 1: 16-23 
An Y. H., Friedman R. J. 1997. Laboratory methods for studies of bacterial adhesion. 
Journal of Microbiological Methods, 30, 2: 141-152 
Becattini S., Taur Y., Pamer E. G. 2016. Antibiotic-induced changes in the intestinal 
microbiota and disease. Trends in Molecular Medicine, 22, 6: 458-478 
Berg J. M., Tymozko J. L., Stryer L. 2002. Biochemistry. 5
th
 ed. New York, W. H. 
Freeman and Company: 1050 str. 
Bermudez B. M., Plaza D. J., Munoz Q. S., Gomez L. C., Gil A. 2012. Probiotic 
mechanisms of action. Annals of Nutrition and Metabolism, 61: 160-174 
Blommel P. G., Becker K. J., Duvnjak P., Fox B. G. 2007. Enhanced bacterial protein 
expression during auto-induction obtained by alteration of Lac repressor dosage and 
medium composition. Biotechnology Progress, 23, 3: 585-598 
Blum H., Beier H., Gross J. H. 1987. Improved silver staining of plant proteins, RNA and 
DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis, 8, 2: 93-99 
Boyd W. C., Shapleigh E. 1954. Specific precipitating activity of plant agglutinins 
(lectins). Science, 119, 3091: 419  
Bronnec V., Turonova H., Bouju A., Cruveiller S., Rodrigues R., Demnerova K., Tresse 
O., Haddad N., Zagorec M. 2016. Adhesion, biofilm formation, and genomic features of 
Campylobacter jejuni Bf, an atypical strain able to grow under aerobic conditions. 
Frontiers in Microbiology, 7: 1-14 
Buchrieser C., Rusniok C, Kunst F., Cossart P., Glaser P. 2003. Comparison of the genome 
sequences of Listeria monocytogenes and Listeria innocua: clues for evolution and 
pathogenicity. FEMS Immunology and Medical Microbiology, 35, 3: 207-213 
Butschi A., Titz A., Wälti M. A., Olieric V., Paschinger K., Nöbauer K., Guo X., 
Seeberger P. H., Wilson I. B. H., Aebi M., Hengartner M. O., Künzler M. 2010. 
75 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Caenorhabditis elegans N-glycan core β-galactoside confers sensitivity towards 
nematotoxic fungal galectin CGL2. PLoS Pathogens, 6, 1: e1000717,  
doi:10.1371/journal.ppat.1000717: 15 str. 
Chevallet M., Luche S., Rabilloud T. Silver staining of proteins in polyacrylamide gels. 
2006. Nature Protocols, 1, 4: 1852-1858 
Coelho L. C. B. B., Silva P. M. S., Lima V. L. M., Pontual E. V., Paiva P. M. G., Napoleão   
T. H., Correia M. T. S. 2017. Lectins, interconnecting proteins with biotechnological/ 
pharmacological and therapeutic applications. Evidence-Based Complementary and 
Alternative Medicine,  1594074, doi:10.1155/2017/1594074: 22 str. 
Colagiorgi A., Ciccio P. D., Zanardi E., Ghidini S., Ianeri A. 2016. A look inside the 
Listeria monocytogenes biofilms extracellular matrix. Microorganisms, 4, 22: 1-12 
Cole J. N., Djordjevic C. P., Walker M. J. 2008. Isolation and solubilization of Gram-
positive bacterial cell wall-associated proteins. Methods in Molecular Biology, 425: 
295-311 
Coskun O. 2016. Separation techniques: Chromatography. Northern Clinics of Istanbul, 3, 
2: 156-160 
Cutting M. S. 2011. Bacillus probiotics. Food Microbiology, 28: 214-220 
Czerucka D., Piche T., Rampal P. 2007. Review article: yeast as probiotics –
Saccharomyces boulardii. Alimentary Pharmacology and Therapeutics, 26: 767-778 
Damme E. J. M. 2011. Lectins as tools to select for glycosylated proteins. Methods in 
Molecular Biology, 753: 289-297 
Dan X., Liu W., Ng T. B. 2015. Development and applications of lectins as biological tools 
in biomedical research. Medicinal Research Reviews, 36, 2: 221–247 
Dias R. O., Machado L. S., Migliolo L., Franco O. L. 2015. Insights into animal and plant 
lectins with antimicrobial activities. Molecules, 20: 519-541 
Erjavec J., Kos J., Ravnikar M., Dreo T., Sabotič J. 2012. Proteins of higher fungi – from              
forest to application. Trends in Biotehnology, 30, 5: 259-273 
Falah F., Vasiee A., Behbahani B. A., Yazdi F. T., Moradi S., Mortazavi S. A., Roshanak 
S. 2019. Evaluation of adherence and anti-infective properties of probiotic 
Lactobacillus fermentum strain 4-17 against Escherichia coli causing urinary tract 
infection in humans. Microbial Pathogenesis, 131: 246-253 
Farady C. J., Craik C. S. 2010. Mechanisms of macromolecular protease inhibitors. 
ChemBioChem, 11, 17: 2341-2346 
Farber J. M., Peterkin P. I. 1991. Listeria monocytogenes, a food-borne pathogen. 
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 55, 3: 479-511 
76 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Favaro M., Sarmati L., Sancesario G., Fontana C. 2014. First case of Listeria innocua 
meningitis in a patient on steroids and eternecept. Journal of Medical Microbiology, 
Case Reports, 1: 1-5 
Gabius H. J. 2013. Animal and human lectins. V: Antitumor potential and other emerging 
medicinal properties of natural compounds. Fang E., Ng T. (ur). Dordrecht, Springer: 
21-32 
Gallegos B., Martinez R., Perez L., Pina M. D. S., Perez E., Hernandez P. 2014. Lectins in 
human pathogenic fungi. Revista Iberoamericana de Micologia, 31, 1: 72-75 
Goldstein E. J. C., Tyrrell K. L., Citron D. M. 2015. Lactobacillus species: taxonomic 
complexity and controversial susceptibilities. Clinical Infectious Diseases, 60, S2: S98-
S107 
Hamid R., Masood A., Wani I. H., Rafiq S. 2013. Lectins: proteins with diverse 
applications. Journal of Applied Pharmaceutical Science, 3, 4: S93-S103 
Hassan I., Ozeki Y., Kabir S. R. 2014. Purification of a novel chitin – binding lectin with 
antimicrobial and antibiofilm activities from a Bangladeshi cultivar of potato (Solanum 
tuberosum). Indian Journal of Biochemistry and Biophysics, 51: 142-148 
Hassan M. A. A., Rouf R., Tiralongo E., May T. W., Tiralongo J. 2015. Mushroom lectins: 
specificity, structure and bioactivity relevant to human disease. Internatonal Journal of 
Molecular Sciences, 16: 7802-7838 
Hindermann D., Gopinath G., Chase H., Negrete F., Althaus D., Zurfluh K., Tall B. D., 
Stephan R., Inderbinen M. N. 2017. Salmonella enterica serovar Infantis from food and 
human infections, Switzerland, 2010–2015: Poultry-related multidrug resistant clones 
and an emerging ESBL producing clonal lineage. Frontiers in Microbiology, 8, 1322: 1-
9 
Hudgin R. L., Pricer W. E., Ashwell G. 1974. The isolation and properties of a rabbit liver 
binding protein specific for asialoglycoproteins. The Journal of Biological Chemistry, 
249, 7: 5536-5543 
Imberty A., Mitchell E. P., Wimmerova M. 2005. Structural basis of high-affinity glycan 
recognition by bacterial and fungal lectins. Current Opinion in Structural Biology, 15: 
525-534 
Jäger R., Purpura M., Farmer S., Cash H. A., Keller D. 2018. Probiotic Bacillus coagulans 
GBI-30, 6086 improves protein absorption and utilization. Probiotics and Antimicrobial 
Proteins, 10, 4: 611-615 
Joshua G. W. P., Irons C. G., Karlyshev A. V., Wren B. W. 2006. Biofilm formation in 
Campylobacter jejuni. Microbiology, 152: 387-396 
Kay B. K., Thai S., Volgina V. V. 2009. High-throughput biotinylation of proteins. 
Methods in Molecular Biology, 498: 185-196 
77 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Khan F., Khan M. I. 2011. Fungal lectins: current molecular and biochemical prespectives. 
International Journal of Biological Chemistry, 5, 1: 1-20 
Koutsioulis D., Landry D., Guthrie E. P. 2008. Novel endo-alpha-N-
acetylgalactosaminidases with broader substrate specificity. Glycobiology, 18, 10: 799-
805 
Lam S. K., Ng T. B. 2011. Lectins: production and practical applications. Applied   
Microbiology and Biotehnology, 89: 45-55 
Latousakis D., Juge N. 2018. How sweet are our gut beneficial bacteria? A focus 
on protein glycosylation in Lactobacillus. International Journal of Molecular Sciences, 
19, 136: 1-18 
Leathem A., Dokal I., Atkins N. 1983. Lectin binding to normal and malignant breast 
tissue. Diagnostic Histopathology, 6, 3-4: 171-180 
Martinez B. S., Stutz K., Sieber R., Collot M., Mallet J. M., Hengartner M., Schubert M.,          
Varrot A., Künzler M. 2017. Dimerization of the fungal defense lectin CCL2 is essential 
for its toxicity against nematodes. Glycobiology, 27, 5: 486-500 
Makvana S., Krilov L. R. 2015. Escherichia coli infections. Pediatrics in Review, 36, 4: 
167-170 
McFarland L. V. 2010. Systematic review and meta-analysis of Saccharomyces boulardii 
in adult patients. World Journal of Gastroenterology, 16, 18: 2202-2222 
Milillo S. R., Friedly E. C., Saldivar J. C., Muthaiyan A., O' Bryan C., Crandall P. G., 
Johnson M. G., Ricke S. C. 2012. A review of the ecology, genomics, and stress 
response of Listeria innocua and Listeria monocytogenes. Critical Reviews in Food 
Science and Nutrition, 52, 8: 712-725 
Nami Y., Haghshenas B., Abdullah N., Barzegari A., Radiah D., Rosli R., Khoshroushahi 
A. 2015. Probiotics or antibiotics: future challenges in medicine. Jouranl of Medical 
Microbiology, 64: 137-146 
Naylor N. R., Atun R., Zhu N., Kulasabanathan K., Silva S., Chatterjee A., Knight G. M., 
Robotham J. V. 2018. Estimating the burden of antimicrobial resistance: a systematic 
literature review. Antimicrobial Resistance and Infection Control, 7, 58: 1-17 
Nizet V., Varki A., Aebi M. 2017. Microbial Lectins: hemagglutinins, adhesins, and 
toxins. V: Essentials of Glycobiology. 3
rd
 ed. Varki A., Cummings R. D., Esko J. D. in 
sod. (ur.). Cold Spring Harbor, New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press: 823 
str. 
Pace F., Pace M., Quartarone G. 2015. Probiotics in digestive diseases: focus on 
Lactobacillus GG. Minerva Gastroenterologica e Dietologica, 61, 4: 273-292 
78 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Pajic I., Kljajic Z., Dogovic N., Sladic D., Juranic Z., Gasic M. J. 2002. A novel lectin 
from the sponge Haliclona cratera: isolation, characterization and biological activity. 
Comparative Biochemistry and Physiology. Toxicology and Pharmacology, 132, 2: 
213-221 
Petrova I. M., Imholz C. E. N., Verhoeven L. A. T., Balzarini J., Van Damme J. M. E., 
Schols D., Vanderleyden J., Lebeer S. 2016. Lectin-like molecules of Lactobacillus 
rhamnosus GG inhibit pathogenic Escherichia coli and Salmonella biofilm formation. 
PloS ONE, 11, 8: e0161337, doi:10.1371/journal.pone.0161337: 24 str. 
Plummer T. H., Tarentino A. L. 1991. Purification of the oligosaccharide-cleaving 
enzymes of Flavobacterium meningosepticum. Glycobiology, 1, 3: 257-263 
Pogačar Š. M., Klančnik A., Možina S. S., Turk M. D. 2017. Prevention of Campylobacter 
jejuni K49/4 adhesion to porcine small intestine cell line PSI cl1 using different plant 
extracts. Acta-Medico Biotehnica, 10, 2: 48-57 
Pohleven J., Renko M., Magister Š., Smith D. F., Kunzler M., Štrukelj B., Turk D., Kos J., 
Sabotič J. 2012. Bivalent carbohydrate binding is required for biological activity of 
Clitocybe nebularis lectin (CNL), the N,N'-diacetyllactosediamine (GalNAcβ1-
4GlcNAc, LacdiNAc)-specific lectin from basidiomycete C. nebularis. Journal of 
Biological Chemistry, 287: 10602-10612 
ProtParam. 2011. ExPASy Bioformatics Resources Portal. Swiss Institute of 
Bioinformatics. https://web.expasy.org/protparam/ (5. jul. 2017) 
Pukkila P. J. 2011. Coprinopsis cinerea. Current Biology, 21, 16: R616-R617 
Qadir S., Wani I. H., Rafiq S., Ganie S. A., Masood A., Hamid R. 2013. Evaluation of 
antimicrobial activity of a lectin isolated and purified from Indigofera heterantha. 
Advances in Bioscience and Biotechnology, 4: 999-1006 
Reid G. 1999. The scientific basis for probiotic strains of Lactobacillus. Applied and 
Environmental Microbiology, 65, 9: 3763-3766 
Rich D. H., Bernatowicz M. S., Agarval N. S., Kawai M., Salituro F. G. 1985. Inhibition of 
aspartic proteases by pepstatin and 3-methylstatine derivatives of pepstatin. Evidence 
for collected-substrate enzyme inhibition. Biochemistry, 24, 13: 3165-3173 
Roosmalen M. L., Kanninga R., Khattabi M., Neef J., Audouy S., Bosma T., Kuipers A., 
Post E., Steen A., Kok J., Buist G., Kuipers O., Robillard G., Leenhouts K. 2006. 
Mucosal vaccine delivery of antigens tightly bound to an adjuvant particle made from 
food-grade bacteria. Science Direct, 28: 144-149 
Sabotič J., Galesa K., Popovič T., Leonardi A., Brzin J. 2007. Comparison of natural and 
recombinant clitocypins, the fungal cysteine protease inhibitors. Protein Expression and 
Purfication, 53, 1: 104-111 
79 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Sabotič J., Kos J. 2012. Microbial and fungal protease inhibitors - current and potential 
applications. Applied Microbiology and Biotehnology, 93: 1351-1375 
Santos A. F. S., Silva M. D. C., Napoleão T. H., Paiva P. M. G., Correia M. T. S., Coleho   
L. C. B. B. 2014. Lectins: Function, structure, biological properties and potential 
applications. Current Topics in Peptide and Proteine Research, 15: 41-62 
Sato Y., Hirayama M., Morimoto K., Yamamoto N., Okuyama S.,  Hori K. 2011. High 
mannose-binding lectin with preference for the cluster of alpha1-2-mannose from the 
green alga Boodlea coacta is a potent entry inhibitor of HIV-1 and influenza viruses. 
Journal of Biological Chemistry, 286, 22: 19446-19458 
Sharon N. 2008. Lectins: past, present and future. Biochemical Society Transactions, 36: 
1457-1460 
Sharon N., Lis H. 2004. History of lectins: from hemagglutinins to biological recognition 
molecules. Glycobiology, 14, 11: 53R-62R 
Shen Y., Boulos S., Sumrall E., Gerber B., Rodero J. A., Eugster R. M., Fieseler L., 
Nystrom L., Ebert M. O., Loessner J. M. 2017. Structural and functional diversity in 
Listeria cell wall teichoic acids. Journal of Biological Chemistry, 292, 43: 17832-17844 
Silhavy T. J., Kahne D., Walker S. 2010. The bacterial cell envelope. Cold Spring Harbor 
 Perspectives in Biology, 2, 5: 1-16 
Sitohy M., Doheim M., Badir H. 2007. Isolation and characterization of a lectin with 
antifungal activity from Egyptian Pisum sativum seeds. Food Chemistry, 104, 3: 971-
979 
Stanley P., Schachter H., Taniguchi N. 2009. N-Glycans. V: Essential of Glycobiology. 2
nd
   
ed. Varki A., Cummings R. D., Esko J. D.  (ur.) New York, Cold Springs Harbor 
Laboratory Press, 101-115 
Steen P., Rudd P. M., Dwek R. A., Opdenakker G. 1998. Concepts and principles of O-
linked glycosylation. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 33, 3: 
151-208 
Švajger U., Pohleven J., Kos J., Štrukelj B., Jeras M. 2011. CNL, a ricin B-like lectin from 
mushroom Clitocybe nebularis, induces maturation and activation of dendritic cells via 
the toll-like receptor 4 pathway. Immunology, 134, 4: 409-418 
Tiong H. K., Hartson S. D., Muriana P. M. 2016. Comparison of surface proteomes of 
adherence variants of Listeria monocytogenes using LC-MS/MS for identification of 
potential surface adhesins. Pathogens, 5, 40: 1-22 
Tubuly A. A. SDS-PAGE and Western blotting. 2000. Methods in Molecular Medicine, 
40: 391-405 
80 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Urh M., Simpson D., Zhao K. 2009. Affinity chromatography: general methods. Methods 
in Enzymology, 463: 417-438 
Varrot A., Basheer S. M., Imberty A. 2013. Fungal lectins: structure, function and potential 
applications. Current Opinion in Structural Biology, 23: 1-8 
Vasconcelos M. A., Arruda F. V. S., Carneiro V. A., Silva H. C., Nascimento K. S., 
Sampaio A. H., Cavada B., Teixeira E. H., Henriques M., Pereira M. O. 2014. Effect of 
algae and plant lectins on planktonic growth and biofilm formation in clinically relevant 
bacteria and yeasts. International Journal of Biomedical Research, 365272, 
doi:10.1155/2014/365272: 9 str. 
Walter S., Rohde M., Machner M., Schrempf H. 1999. Electron microscopy studies of cell-
wall-anchored cellulose (avicel)-binding protein (AbpS) from Streptomyces reticuli. 
Applied and Environmental Microbiology, 65, 3: 886-892 
Wang H. X., Liu W. K., Ng T. B., Ooi V. E., Chang S. T. 1996. The immunomodulatory 
and antitumor activities of lectins from the mushroom Tricholoma mongolicum. 
Immunopharmacology, 31, 2-3: 205-211 
Woolhouse M., Waugh C., Perry M. R.,  Nair H. 2016. Global disease burden due to 
antibiotic resistance – state of the evidence. Journal of Global Health, 6, 1: 1-5 
Yan Q., Jiang Z., Yang S., Deng W., Han L. 2005. A novel homodimeric lectin from 
Astragalus mongholicus with antifungal activity. Archives of Biochemistry and 
Biophysics, 442, 1: 72-81 
Yu T., Xu X., Peng Y., Luo Y., Yang K. 2012. Cell wall proteome of Clostridium 
thermocellum and detection of glycoproteins. Microbiological Research, 167: 364-371 
Žurga S., Pohleven J., Kos J., Sabotič J. 2015. β-Trefoil structure enables interactions 
between lectins and protease inhibitors that regulate their biological functions. Journal 
of Biochemistry, 158, 1: 83-90 
 
 
 
 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
  
   
 
 
ZAHVALA 
 
Zahvaljujem se mentorici doc. dr. Anji Klančnik in somentorici dr. Jerici Sabotič za vso 
strokovno pomoč in napotke pri pisanju magistrske naloge. Dr. Jerici Sabotič in ostalim 
sodelavcem na Inštitutu »Jožef Štefan« se zahvaljujem tudi za vso pomoč pri 
eksprimetalnem delu v laboratoriju. Prav tako sem za potrpežljivost in pomoč pri 
praktičnem delu v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo Biotehniške fakultete ter 
statistični obdelavi podatkov hvaležna Meti Sterniša.  Posebna zahvala gre sestri Tadeji za 
pomoč pri interpretaciji rezultatov in mami Marti ter očetu Milanu za vso spodbudo in 
podporo tekom celotnega študija. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuret N. Delovanje lektina kokaprina na patogene in probiotične bakterije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
  
   
 
 
PRILOGA A 
Rastne krivulje patogenih bakterij ob dodatku DMSO in zaviralcev proteaz E64 in 
pepstatina A 
 
 
Pril. A1: Rastne krivulje bakterij S. infantis ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 ter 
pepstatina A. NK, negativna kontrola; SI, S. infantis; P, pepstatin A. 
 
 
 
Pril. A2: Rastne krivulje bakterij L. innocua ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 ter 
pepstatina A. NK, negativna kontrola; LI, L. innocua; P, pepstatin A. 
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Pril. A3: Rastne krivulje bakterij C. jejuni ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 ter 
pepstatina A. NK, negativna kontrola; CJ, C. jejuni; P, pepstatin A. 
 
 
 
Pril. A4: Rastne krivulje bakterij E. coli ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 ter 
pepstatina A. NK, negativna kontrola; EC, E. coli; P, pepstatin A. 
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Pril. A5: Rastne krivulje bakterij L. monocytogenes ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz 
E64 ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LM, L. monocytogenes; P, pepstatin A. 
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PRILOGA B 
 
Rastne krivulje probiotičnih bakterij ob dodatku DMSO in zaviralcev E64 in pepstatina A 
 
 
Pril. B1: Rastne krivulje bakterij B. coagulans ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 ter 
pepstatina A. NK, negativna kontrola; BC, B. coagulans; P, pepstatin A. 
 
 
 
Pril. B2: Rastne krivulje kvasovk Sa. boulardii ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 ter 
pepstatina A. NK, negativna kontrola; SB, Sa. boulardii; P, pepstatin A. 
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Pril. B3: Rastne krivulje bakterij L. plantarum A ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LpA, L. plantarum A; P, pepstatin A. 
 
 
Pril. B4: Rastne krivulje bakterij L. plantarum B ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LpB, L. plantarum B; P, pepstatin A. 
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Pril. B5: Rastne krivulje bakterij L. plantarum S1 ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LpS1, L. plantarum S1; P, pepstatin A. 
 
            
 
Pril. B6: Rastne krivulje bakterij L. fermentum A ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LFA, L. fermentum A; P, pepstatin A. 
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Pril. B7: Rastne krivulje bakterij L. fermentum B ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LFB, L. fermentum B; P, pepstatin A. 
 
 
 
            
 
Pril. B8: Rastne krivulje bakterij L. fermentum C ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LFC, L. fermentum C; P, pepstatin A. 
 
 
 
 
Pril. B9: Rastne krivulje bakterij L. fermentum D ob dodatku DMSO (0,33 μg/ml) in zaviralcev proteaz E64 
ter pepstatina A. NK, negativna kontrola; LFD, L. fermentum D; P, pepstatin A. 
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PRILOGA C 
 
Povprečne vrednosti kapacitete, hitrosti rasti in podvojevalnega časa patogenih bakterij ob 
dodatku lektina KKP, DMSO in zaviralcev proteaz E64 ter pepstatina A. 
 
Pril. C1: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije S. infantis ob dodatku DMSO, lektina 
KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, pridobljenih v 
programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, podvojevalni čas; k, 
kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; P, pepstatin A; r, hitrost rasti; SI, S. infantis, *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001. 
 k r DT 
SI 1,524 (± 0,030) 0,201 (± 0,006) 3,453 (± 0,097) 
SI + DMSO 1,391 (± 0,036) 0,246 (± 0,009) 2,817(± 0,107) 
SI + P 1,403 (± 0,049) 0,248 (± 0,005) 2,8 (± 0,052) 
SI + E64 1,411 (±0,036) 0,248 (± 0,003) 2,8 (± 0,035) 
SI + P + E64 1,456 (± 0,077) 0,224 (± 0,007) 3,097 (± 0,096) 
 KKP (250 μg/ml) 
SI + KKP 0,999 (± 0,122)*** 0,295 (± 0,129) 2,623 (± 0,946) 
SI + KKP + E64 1,155 (± 0,022)*** 0,426 (± 0,052)** 1,647 (± 0,204)*** 
SI + KKP + P 1,142 (± 0,020)*** 0,397 (± 0,022)* 1,75 (± 0,100)*** 
SI + KKP + E64 + P 1,060 (± 0,050)*** 0,557 (± 0,148)*** 1,32 (± 0,409)*** 
 KKP (31 μg/ml) 
SI + KKP 1,405 (± 0,102) 0,194 (± 0,008) 3,57 (± 0,140) 
SI + KKP + E64 1,333 (± 0,024) 0,253 (± 0,006) 2,737 (± 0,064) 
SI + KKP + P 1,261 (± 0,124)** 0,273 (± 0,045) 2,587 (± 0,402) 
SI + KKP + E64 + P 1,299 (± 0,052)* 0,250 (±0,018) 2,78 (± 0,208) 
 
 
Pril. C2: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije L. innocua ob dodatku DMSO, lektina 
KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, pridobljenih v 
programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, podvojevalni čas; k, 
kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LI, L. innocua; P, pepstatin A; r, hitrost rasti. 
 k r DT 
LI 0,527 (± 0,0189 1,372 (± 0,254) 0,517 (± 0,084) 
LI + DMSO 0,529 (± 0,047) 1,043 (± 0,144) 0,66 (± 0,072) 
LI + P 0,500 (± 0,053) 1,223 (± 0,027) 0,567 (± 0,012) 
LI + E64 0,528 (± 0,033) 1,103 (± 0,061) 0,63 (± 0,036) 
LI + P + E64 0,581 (± 0,091) 1,123 (± 0,175) 0,627 (± 0,108) 
 KKP (250 μg/ml) 
LI + KKP 0,589 (± 0,087) 1,493 (± 0,168) 0,46 (± 0,056) 
LI + KKP + E64 0,559 (± 0,062) 1,504 (± 0,030) 0,46 (± 0,010) 
LI + KKP + P 0,54 (± 0,019) 1,489 (± 0,030) 0,47 (± 0,012) 
LI + KKP + E64 + P 0,491 (± 0,044) 1,446 (± 0,028) 0,48 (± 0,012) 
 KKP (31 μg/ml) 
LI + KKP 0,516 (± 0,015) 1,455 (± 0,197) 0,480 (± 0,069) 
LI + KKP + E64 0,477 (± 0,015) 1,444 (± 0,038) 0,480 (± 0,017) 
LI + KKP + P 0,544 (± 0,023) 1,283 (± 0,155) 0,547 (± 0,065) 
LI + KKP + E64 + P 0,487 (± 0,013) 1,411 (± 0,062) 0,493 (± 0,021) 
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Pril. C3: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakerije C. jejuni ob dodatku DMSO, lektina 
KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, pridobljenih v 
programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, podvojevalni čas; CJ, C. 
jejuni; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; P, pepstatin A; r, hitrost rasti. 
 k r DT 
CJ 0,749 (± 0,037) 0,336 (± 0,011) 2,070 (±0,070) 
CJ + DMSO 0,444 (± 0,085) 0,480 (± 0,037) 1,450 (± 0,106) 
CJ + P 0,457 (± 0,122) 0,499 (± 0,131) 1,460 (± 0,403) 
CJ + E64 0,434 (± 0,075) 0,538 (± 0,106) 1,320 (± 0,239) 
CJ + P + E64 0,398 (± 0,078)* 0,510 (± 0,192) 1,473 (± 0,461) 
 KKP (250 μg/ml) 
CJ + KKP 0,768 (± 0,105) 0,345 (± 0,027) 2,013 (± 0,148) 
CJ + KKP + E64 0,495 (± 0,085) 0,423 (± 0,076) 1,670 (± 0,279) 
CJ + KKP + P 0,633 (± 0,096) 0,365 (± 0,002) 1,900 (± 0,010) 
CJ + KKP + E64 + P 0,451 (± 0,096) 0,514 (± 0,172) 1,437 (± 0,405) 
 KKP (31 μg/ml) 
CJ + KKP 0,777 (± 0,105) 0,330 (± 0,039) 2,120 (± 0,235) 
CJ + KKP + E64 0,560 (± 0,197) 0,467 (± 0,176) 1,680 (± 0,777) 
CJ + KKP + P 0,477 (± 0,107) 0,476 (± 0,080) 1,487 (± 0,272) 
CJ + KKP + E64 + P 0,525 (± 0,121) 0,396 (± 0,090) 1,807 (± 0,364) 
 
Pril. C4: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije E. coli ob dodatku DMSO, lektina KKP 
v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, pridobljenih v programu 
R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, podvojevalni čas; EC, E. coli; k, 
kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
 k r DT 
EC 0,795 (± 0,031) 1,522 (± 0,386) 0,473 (± 0,112) 
EC + DMSO 1,009 (± 0,051)*** 0,887 (± 0,079)* 0,787 (± 0,074)* 
EC + P 0,985 (± 0,025)*** 0,860 (± 0,046)** 0,807 (± 0,040)** 
EC + E64 1,027 (± 0,046)*** 0,919 (± 0,081)* 0,757 (± 0,070)* 
EC + P + E64 1,057 (± 0,108)*** 0,845 (± 0,197)** 0,847 (± 0,176)** 
 KKP (250 μg/ml) 
EC + KKP 0,865 (± 0,034) 1,385 (± 0,189) 0,510 (± 0,072) 
EC + KKP + E64 1,032 (± 0,005)*** 1,100 (± 0,088) 0,633 (± 0,050) 
EC + KKP + P 1,040 (± 0,006)*** 1,275 (± 0,017) 0,547 (± 0,006) 
EC + KKP + E64 + P 1,053 (± 0,012)*** 1,400 (± 0,055) 0,497 (± 0,021) 
 KKP (31 μg/ml) 
EC + KKP 0,769 (± 0,017) 1,505 (± 0,371) 0,477 (± 0,102) 
EC + KKP + E64 0,982 (± 0,003)*** 0,908 (± 0,070)* 0,767 (± 0,059)* 
EC + KKP + P 1,024 (± 0,021)*** 1,017 (± 0,151) 0,693 (± 0,112) 
EC + KKP + E64 + P 0,977 (± 0,023)*** 0,854 (± 0,128)** 0,823 (± 0,137)** 
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Pril. C5: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije L. monocytogenes ob dodatku DMSO, 
lektin KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, pridobljenih 
v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, podvojevalni čas; k, 
kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LM, L. monocytogenes; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, *p<0,05. 
 k r DT 
LM 0,481 (± 0,024) 1,604 (± 0,045) 0,430 (± 0,010) 
LM + DMSO 0,457 (± 0,007) 1,594 (± 0,052) 0,433 (± 0,015) 
LM + P 0,459 (± 0,009) 1,584 (± 0,036) 0,440 (± 0,010) 
LM + E64 0,448 (± 0,006) 1,579 (± 0,047) 0,440 (± 0,017) 
LM + P + E64 0,419 (± 0,041) 1,526 (± 0,048) 0,457 (± 0,015) 
 KKP (250 μg/ml) 
LM + KKP 0,509 (± 0,043) 1,760 (± 0,089)* 0,393 (± 0,021) 
LM + KKP + E64 0,473 (± 0,027) 1,704 (± 0,027) 0,403 (± 0,006) 
LM + KKP + P 0,520 (± 0,018) 1,746 (± 0,021) 0,397 (± 0,006) 
LM + KKP + E64 + P 0,476 (± 0,002) 1,643 (± 0,042) 0,420 (± 0,010) 
 KKP (31 μg/ml) 
LM + KKP 0,532 (± 0,021) 1,691 (± 0,064) 0,410 (± 0,017) 
LM + KKP + E64 0,515 (± 0,027) 1,659 (± 0,030) 0,417 (± 0,006) 
LM + KKP + P 0,471 (± 0,028) 1,594 (± 0,079) 0,437 (± 0,023) 
LM + KKP + E64 + P 0,477 (± 0,009) 1,574 (± 0,025) 0,443 (± 0,006) 
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PRILOGA D 
 
Povprečne vrednosti kapacitete, hitrosti rasti in podvojevalnega časa probiotičnih bakterij 
ob dodatku lektina KKP, DMSO in zaviralcev proteaz E64 ter pepstatina A. 
 
Pril. D1: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije B. coagulans ob dodatku DMSO, lektina 
KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, pridobljenih v 
programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. BC, B. coagulans; DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, *p<0,05, **p<0,01. 
 k r DT 
BC 0,818 (± 0,056) 2,098 (± 0,300) 0,333 (± 0,047) 
BC + DMSO 0,801 (± 0,045) 1,894 (± 0,098) 0,367 (± 0,015) 
BC + P 0,853 (± 0,106) 1,858 (± 0,074) 0,373 (± 0,012) 
BC + E64 0,811 (± 0,011) 1,759 (± 0,093) 0,393 (± 0,021) 
BC + P + E64 0,828 (± 0,013) 1,877 (± 0,155) 0,370 (± 0,030) 
 KKP (250 μg/ml) 
BC + KKP 1,054 (± 0,080) 1,485 (± 0,222) 0,473 (± 0,070) 
BC + KKP + E64 1,135 (± 0,049)* 1,407 (± 0,115) 0,493 (± 0,040) 
BC + KKP + P 1,229 (± 0,038)** 0,982 (± 0,090)** 0,710 (± 0,062)* 
BC + KKP + E64 + P 1,212 (± 0,048)** 1,197 (± 0,129)* 0,583 (± 0,055) 
 KKP (31 μg/ml) 
BC + KKP 0,932 (± 0,046) 1,821 (± 0,088) 0,380 (± 0,017) 
BC + KKP + E64 1,061 (± 0,195) 1,533 (± 0,521) 0,497 (± 0,211) 
BC + KKP + P 1,143 (± 0,124)** 1,248 (± 0,367)** 0,587 (± 0,147) 
BC + KKP + E64 + P 1,074 (± 0,154) 1,502 (± 0,622) 0,543 (± 0,292) 
 
Pril. D2: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za kvasovke Sa. boulardii ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; P, pepstatin A; r, hitrost rasti; SB, S. boulardi, *p<0,05. 
 k r DT 
SB 1,096 (± 0,017) 0,714 (± 0,032) 0,973 (± 0,040) 
SB + DMSO 0,917 (± 0,084) 0,883 (± 0,145) 0,800 (± 0,130) 
SB + P 0,885 (± 0,027) 0,857 (± 0,164) 0,827 (± 0,145) 
SB + E64 0,983 (± 0,066) 0,756 (± 0,098) 0,927 (± 0,114) 
SB + P + E64 0,930 (± 0,118) 0,773 (± 0,187) 0,927 (± 0,199) 
 KKP (250 μg/ml) 
SB + KKP 1,094 (± 0,201) 0,743 (± 0,031) 0,937 (± 0,040) 
SB + KKP + E64 0,830 (± 0,251) 0,769 (± 0,084) 0,907 (± 0,092) 
SB + KKP + P 0,876 (± 0,196) 0,647 (± 0,039) 1,073 (± 0,068) 
SB + KKP + E64 + P 0,972 (± 0,357) 0,537 (± 0,012) 1,293 (± 0,032)* 
 KKP (31 μg/ml) 
SB + KKP 1,103 (± 0,235) 0,706 (± 0,039) 0,983 (± 0,050) 
SB + KKP + E64 0,998 (± 0,091) 0,669 (± 0,014) 1,037 (± 0,025) 
SB + KKP + P 0,917 (± 0,359) 0,621 (± 0,044) 1,117 (± 0,083) 
SB + KKP + E64 + P 0,814 (± 0,117) 0,711 (± 0,010) 0,973 (± 0,015) 
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Pril. D3: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije Lb. plantarum A ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LpA, Lb. plantarum A; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, 
**p<0,01, ***p<0,001. 
 k r DT 
LpA 1,447 (± 0,022) 0,516 (± 0,006) 1,343 (± 0,015) 
LpA + DMSO 1,427 (± 0,059) 0,524 (± 0,005) 1,327 (± 0,012) 
LpA + P 1,240 (± 0,111)* 0,488 (± 0,012) 1,420 (± 0,036) 
LpA + E64 1,406 (± 0,085) 0,520 (± 0,010) 1,333 (± 0,029) 
LpA + P + E64 1,254 (± 0,054) 0,503 (± 0,054) 1,377 (± 0,042) 
 KKP (250 μg/ml) 
LpA + KKP 1,301 (± 0,058) 0,416 (± 0,003)*** 1,663 (± 0,015)*** 
LpA + KKP + E64 1,319 (± 0,054) 0,433 (± 0,002)*** 1,600 (± 0,010)*** 
LpA + KKP + P 1,310 (± 0,027) 0,442 (± 0,009)*** 1,570 (± 0,030)*** 
LpA + KKP + E64 + P 1,313 (± 0,060) 0,464 (± 0,005)** 1,493 (± 0,021)** 
 KKP (31 μg/ml) 
LpA + KKP 1,375 (± 0,092) 0,514 (± 0,035) 1,357 (± 0,095) 
LpA + KKP + E64 1,325 (± 0,043) 0,521 (± 0,012) 1,333 (± 0,031) 
LpA + KKP + P 1,001 (± 0,091)*** 0,503 (± 0,005) 1,377 (± 0,015) 
LpA + KKP + E64 + P 1,375 (± 0,083) 0,516 (± 0,028) 1,347 (± 0,072) 
 
Pril. D4: Povprečje treh vrednosti parametrov K, r in DT za bakterije Lb. plantarum B ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepstatina A ter E64, pridobljenih 
v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, podvojevalni čas; K, 
kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LpB, Lb. plantarum B; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001. 
 k r DT 
LpB 1,413 (± 0,018) 0,546 (± 0,012) 1,270 (± 0,026) 
LpB + DMSO 1,354 (± 0,097) 0,532 (± 0,043) 1,313 (± 0,110) 
LpB + P 1,346 (± 0,091) 0,533 (± 0,031) 1,303 (± 0,075) 
LpB + E64 1,252 (± 0,162) 0,525 (± 0,029) 1,323 (± 0,076) 
LpB + P + E64 0,941 (± 0,354)* 0,592 (± 0,136) 1,210 (± 0,242) 
 KKP (250 μg/ml) 
LpB + KKP 1,302 (± 0,027) 0,410 (± 0,003)* 1,690 (± 0,010)*** 
LpB + KKP + E64 1,353 (± 0,020) 0,434 (± 0,002) 1,593 (± 0,006)** 
LpB + KKP + P 1,306 (± 0,021) 0,430 (± 0,001) 1,610 (± 0,000)** 
LpB + KKP + E64 + P 1,303 (± 0,027) 0,449 (± 0,006) 1,547 (± 0,023)* 
 KKP (31 μg/ml) 
LpB + KKP 1,495 (± 0,021) 0,569 (± 0,025) 1,220 (± 0,053) 
LpB + KKP + E64 1,435 (± 0,018) 0,560 (± 0,004) 1,240 (± 0,010) 
LpB + KKP + P 0,994 (± 0,344) 0,522 (± 0,011) 1,327 (± 0,031) 
LpB + KKP + E64 + P 1,305 (± 0,088) 0,525 (± 0,019) 1,320 (± 0,044) 
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Pril. D5: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije Lb. plantarum S1 ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; r, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LpS1, Lb. plantarum S1; P, pepstatin A; r, hitrost rasti. 
 k r DT 
LpS1 1,366 (± 0,044) 0,555 (± 0,001) 1,250 (± 0,000) 
LpS1 + DMSO 1,369 (± 0,105) 0,551 (± 0,010) 1,260 (± 0,020) 
LpS1 + P 1,354 (± 0,128) 0,545 (± 0,004) 1,270 (± 0,010) 
LpS1 + E64 1,269 (± 0,229) 0,608 (± 0,089) 1,153 (± 0,159) 
LpS1 + P + E64 1,036 (± 0,404) 0,740 (± 0,331) 1,050 (± 0,372) 
 KKP (250 μg/ml) 
LpS1 + KKP 1,368 (± 0,034) 0,461 (± 0,002) 1,507 (± 0,006) 
LpS1 + KKP + E64 1,357 (± 0,034) 0,474 (± 0,010) 1,460 (± 0,010) 
LpS1 + KKP + P 1,341 (± 0,055) 0,471 (± 0,011) 1,470 (± 0,036) 
LpS1 + KKP + E64 + P 1,328 (± 0,038) 0,486 (± 0,012) 1,427 (± 0,032) 
 KKP (31 μg/ml) 
LpS1 + KKP 1,458 (± 0,042) 0,572 (± 0,014) 1,213 (± 0,032) 
LpS1 + KKP + E64 1,342 (± 0,045) 0,544 (± 0,040) 1,277 (± 0,100) 
LpS1 + KKP + P 1,167 (± 0,179) 0,598 (± 0,027) 1,163 (± 0,050) 
LpS1 + KKP + E64 + P 1,377 (± 0,091) 0,569 (± 0,003) 1,217 (± 0,006) 
 
Pril. D6: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije Lb. fermentum A ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LFA, Lb. fermentum A; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
 k r DT 
LFA 1,261 (± 0,040) 0,990 (± 0,026) 0,700 (± 0,017) 
LFA + DMSO 1,287 (± 0,013) 0,987 (± 0,026) 0,700 (± 0,017) 
LFA + P 1,302 (± 0,038) 0,994 (± 0,003) 0,700 (± 0,000) 
LFA + E64 1,281 (± 0,011) 0,986 (± 0,024) 0,703 (± 0,015) 
LFA + P + E64 1,274 (± 0,007) 0,991 (± 0,015) 0,700 (± 0,010) 
 KKP (250 μg/ml) 
LFA + KKP 1,126 (± 0,053) 0,748 (± 0,013)*** 0,927 (± 0,015)** 
LFA + KKP + E64 1,188 (± 0,044) 0,785 (± 0,003)** 0,883 (± 0,006)* 
LFA+ KKP + P 1,108 (± 0,036) 0,749 (± 0,013)** 0,923 (± 0,015)** 
LFA + KKP + E64 + P 1,108 (± 0,046) 0,778 (± 0,005)** 0,893 (± 0,006)* 
 KKP (31 μg/ml) 
LFA + KKP 1,081 (± 0,315) 0,831 (± 0,162)* 0,853 (± 0,143) 
LFA + KKP + E64 1,240 (± 0,026) 0,907 (± 0,016) 0,767 (± 0,015) 
LFA + KKP + P 1,024 (± 0,239) 0,843 (± 0,108) 0,833 (± 0,110) 
LFA + KKP + E64 + P 1,218 (± 0,066) 0,891 (± 0,047) 0,780 (± 0,044) 
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Pril. D7: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije Lb. fermentum B ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LFB, Lb. fermentum B; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
 k r DT 
LFB 0,947 (± 0,028) 0,675 (± 0,046) 1,027 (± 0,074) 
LFB + DMSO 0,923 (± 0,055) 0,654 (± 0,031) 1,060 (± 0,053) 
LFB + P 0,976 (± 0,066) 0,702 (± 0,049) 0,990 (± 0,072) 
LFB + E64 0,979 (± 0,046) 0,689 (± 0,040) 1,007 (± 0,057) 
LFB + P + E64 0,785 (± 0,060)* 0,675 (±0,017) 1,027 (± 0,031) 
 KKP (250 μg/ml) 
LFB + KKP 1,227 (± 0,033)*** 0,570 (± 0,010)** 1,217 (± 0,021)*** 
LFB + KKP + E64 1,240 (± 0,029)*** 0,598 (± 0,011)* 1,160 (± 0,020)* 
LFB + KKP + P 1,225 (± 0,030)*** 0,594 (± 0,005)* 1,163 (± 0,012)* 
LFB + KKP + E64 + P 1,242 (± 0,033)*** 0,617 (± 0,004) 1,127 (± 0,006) 
 KKP (31 μg/ml) 
LFB + KKP 1,232 (± 0,040)*** 0,665 (± 0,026) 1,040 (± 0,044) 
LFB + KKP + E64 1,166 (± 0,123)** 0,685 (± 0,013) 1,010 (± 0,020) 
LFB + KKP + P 1,105 (± 0,023)* 0,682 (± 0,007) 1,020 (± 0,010) 
LFB + KKP + E64 + P 1,202 (± 0,015)*** 0,671 (± 0,005) 1,033 (± 0,006) 
 
Pril. D8: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije Lb. fermentum C ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LFC, Lb. fermentum C; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, 
***p<0,001. 
 k r DT 
LFC 1,305 (± 0,043) 0,727 (± 0,023) 0,953 (± 0,032) 
LFC + DMSO 1,192 (± 0,118) 0,733 (± 0,008) 0,943 (± 0,012) 
LFC + P 1,234 (± 0,095) 0,721 (± 0,023) 0,963 (± 0,032) 
LFC + E64  1,296 (± 0,060) 0,733 (± 0,019) 0,947 (± 0,021) 
LFC + P + E64 1,138 (± 0,154) 0,724 (± 0,014) 0,960 (± 0,017) 
 KKP (250 μg/ml) 
LFC + KKP 0,913 (± 0,032) 0,476 (± 0,011)*** 1,457 (± 0,032)*** 
LFC + KKP + E64 0,946 (± 0,035) 0,540 (± 0,015)*** 1,283 (± 0,035)*** 
LFC + KKP + P 0,967 (± 0,028) 0,543 (± 0,010)*** 1,277 (± 0,025)*** 
LFC + KKP + E64 + P 0,957 (± 0,035) 0,588 (± 0,003)*** 1,177 (± 0,006)*** 
 KKP (31 μg/ml) 
LFC + KKP 1,299 (± 0,019) 0,691 (± 0,005) 1,007 (± 0,006) 
LFC + KKP + E64 1,288 (± 0,010) 0,688 (± 0,009) 1,010 (± 0,010)  
LFC + KKP + P 0,885 (± 0,252) 0,608 (± 0,044)*** 1,143 (± 0,085)*** 
LFC + KKP + E64 + P 0,993 (± 0,516) 0,694 (± 0,007) 1,000 (± 0,010) 
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Pril. D9: Povprečje treh vrednosti parametrov k, r in DT za bakterije Lb. fermentum D ob dodatku DMSO, 
lektina KKP v koncentracijah 250 μg/ml ter 31 μg/ml in zaviralcev proteaz pepastatina A ter E64, 
pridobljenih v programu R – Growthcurver, s standardnimi odkloni. DMSO, dimetilsulfoksid; DT, 
podvojevalni čas; k, kapaciteta rasti; KKP, kokaprin; LFD, Lb. fermentum D; P, pepstatin A; r, hitrost rasti, 
*p<0,05. 
 k r DT 
LFD 1,345 (± 0,020) 0,774 (± 0,007) 0,897 (± 0,006) 
LFD + DMSO 1,331 (± 0,014) 0,779 (± 0,007) 0,890 (± 0,010) 
LFD + P 1,308 (± 0,022) 0,765 (± 0,014) 0,910 (± 0,017) 
LFD + E64 1,263 (± 0,118) 0,781 (± 0,005) 0,887 (± 0,006) 
LFD + P + E64 1,299 (± 0,034) 0,779 (± 0,002) 0,890 (± 0,000) 
 KKP (250 μg/ml) 
LFD + KKP 1,187 (± 0,025) 0,580 (± 0,006)** 1,193 (± 0,012)* 
LFD + KKP + E64 1,205 (± 0,024) 0,600 (± 0,008)* 1,153 (± 0,011)* 
LFD+ KKP + P 1,191 (± 0,003) 0,603 (± 0,008)* 1,150 (± 0,017) 
LFD + KKP + E64 + P 1,170 (± 0,025) 0,604 (± 0,009)* 1,150 (± 0,017) 
 KKP (31 μg/ml) 
LFD + KKP 1,335 (± 0,014) 0,714 (± 0,006) 0,973 (± 0,006) 
LFD + KKP + E64 1,196 (± 0,231) 0,677 (± 0,076) 1,033 (± 0,118) 
LFD + KKP + P 0,909 (± 0,518) 0,740 (± 0,111) 0,950 (± 0,135) 
LFD + KKP + E64 + P 1,028 (± 0,381) 0,635 (± 0,124) 1,123 (± 0,248) 
 
 
